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TCA ácido tn-cloroacético
TGF-f? fator de crescimento de transformação - ft
TLC cromatografia em camada delgada
TTR transtirretina
UDP-GlcNAc uridina difosfato N-aceti1glicosamina
UDP-Gli uridina difosfato glicose
VAD animais deficientes em vitamina A
v/v volume/volume
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RESUMO

Esta tese pretendeu investigar efeitos do retinol sobre 
a N-gl 1 cosi 1 ação de proteínas em células de Sertoli As 
células de Sertoli desempenham papel importante no suporte e 
controle da espermatogênese Além disso, parecem ser
células alvo da vitamina A, substância que exerce efeitos 
modulatór1 os importantes sobre a esper matogênese. Na
primeira fase deste trabalho, esbeleceram-se algumas 
características das gl 1 coproteínas de células de Sertoli A 
hidrólise ácida forte de proteínas marcadas com

3Cl- H1glicose indicou a presença de galactose, fucose, 
manose, W-aceti1-galactosamina e N-aceti1-glícosami na 
Também foi detectada a presença de ácido
N-aceti1-neuramlnico Cerca de 50% das glicoproteínas das 
células de Sertoli são N-glicosiladas. A seguir, 
estabeleceu—se em que condiçSes as culturas de células de 
Sertoli, obtidas de ratos Wistar de 19 dias, incorporavam 
manose em glícoproteínas e nos gl1 colipídios
intermediários A análise cromatográfica das frações que 
continham os glícolípídios indicou a formação de
dolíci1-fosfato-manose e de dolicil—
-pirofosfor1 1-olígossacarídio Para determinação dos efeitos 
do retinol em culturas de células de Sertoli, estas foram 
pré-i ncubadas com 10pM de retinol por 10, 36, 48 e 150h
antes da adição do precursor radioativo. O retinol induziu 
um aumento significativo na incorporação de manose no 
dolíci1-pirofosfori1-oligossacarídio em todos os tempos 
estudados. Também foi detectado um aumento de incorporação 
de manose em gl í coproteí nas em 36 e 48h de pré-tratamento 
com retinol. No estudo do efeito da dose de retinol, o 
tratamento por 48h com 0,1, 1,0 ou 10,OpM de retinol não
alterou a incorporação de manose no dolicil—fosfato. O 
tratamento com 10 ,OpM de retinol aumentou significativamente 
a incorporação de manose no dol ici1-pirofosfon1—
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-oligossacarídio e em glicoproteínas. O aumento na 
g ü  cosilaçâo de proteínas, provocado pelo retinol, nâo foi 
devido a uma estimulação na síntese protéica o retinol nâo 
afetou os conteúdos celulares de DNA, RNA e proteínas. O 
retinol induziu um aumento significativo na incorporação de

3[metil- Hitimidina no DNA, mas nâo alterou a incorporação de
3 14[5,6- Hiuridina no RNA e de [ U- Cileucina em proteínas. A 

síntese de dolici1-fosfato-manose mesmo na presença de 
dolici1-fosfato exógeno, foi maior nas incubações de 
microssomas obtidos de células de Sertoli tratadas com 
retinol do que nas que utilizavam microssomas obtidos de 
células controle. Estes resultados mostram que o retinol 
provoca uma estimulação na atividade de dolici1 —fosfato- 
manose sintase.
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ABSTRACT

This work reports siudies about the effects of retinol 
ín N-glycoprotein synthesis in Sertoli cells cultures 
Sertoli cells are secretory cells that play a major role in 
support and control of spermatogenesis. Indeed, Sertoli 
cells seem to be the target of vitamin A ’ s important 
modulatory effects on normal spermatogenesis. Strong aci d 
hydrolysis of proteins labelled with Cl - H3glucose
indicated the presence of galactose, fucose, mannose, 
N-acetylgalactosamine and N-acetylglucosamine,
N-acetylneuraminic acid was also detected Fifty percent of 
glycoproteins are of the N-glycoside type In order to study 
the action of retinol on the N—glycoprotein synthesis by

3Sertoli cells it was utilized [2- H]mannose as precursor and 
the glicolipids íntermedi ates were separated and 
characterized by TLC Sertoli cell cultures obtained from 
19-days-old rats were preincubated with lOpM retinol for 16, 
36, 48 and ISOh before adding the radioactive precursor
Retinol induced a statistical1y significant increase into 
dolichol-1ínked oligosaccharides; it also caused an increase 
in mannose incorporation into glycoproteins at 36 and 48h A 
dose response study was conducted by preincubating cultures 
with 0.1, 1.0 or lOpM retinol for 48h. Retinol did not
affect the mannose incorporation into dol-P-man, however 
retinol lOpM increased mannose incorporation into 
dol-PP-olígosaccharídes and into glycoproteins. The augment 
in protein glycosi1ation is not due to retinol action on 
protein synthesis: retinol had no effect on cellular
contents of DNA, RNA and proteins Retinol induced a 
signif icant increase in [methyl- H3thymidine into DNA, but 
had no effect on incorporation of [ 5,6-3H] ur l di ne into RNA 
and of [U-U C]leuclne into proteins Dol-P-man synthesis was 
higher in mi cr osomes of treated cells than in control cells 
These results showed that the retinol effect was at least 
due to stimulation of dolichyl phosphomannose syntase
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I INTRODUÇXO

1.1 ESTRUTURA DO TESTÍCULO EM MAMÍFEROS

O testículo dos mamíferos é dividido em duas partes: o 
interstício e os túbulos seminíferos. No interstício, entre 
muitos tipos celulares, estão as células de Leydig, 
reponsáveis pela síntese de andrógenos, hormônios que estão 
envolvidos no desenvolvimento das características sexuais 
masculinas primárias e secundárias e no processo de 
espermatogênese Os túbulos seminíferos, no adulto, são 
constituídos por uma população não proliferativa de células 
suporte Ccélulas de SertoliD e por uma população 
prol1 ferativa, composta pelas células germinativas 
C esper matogôni as, espermatócitos e espermátidesD.

No processo espermatogénico, as células germinativas, 
sempre em estreita associação com as células de Sertoli, 
migram para o lúmen dos túbulos seminíferos, enquanto se 
transformam de espermatogônias em espermatozóides CFIGURA 
I 1}.

I 1.1. Desenvolvimento Testicular:
O desenvolvimento dos testiculos em mamíferos é um 

processo longo e contínuo, que inicia no feto, com a 
diferenciação sexual das gônadas. O desenvolvimento pós - 
natal é dividido em trés fases: 1} impúbere; 2} pré -
púbere; 3!) adulta. A duração destas fases difere de espécie 
para espécie CCOUROT e KILGOUR, 1984D. Existem 
características histológicas específicas de cada uma das 
fases do desenvolvimento dos túbulos seminíferos. No feto e



FIGURA 1.1 REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA DOS
TESTÍCULOS EM MAMÍFEROS 

Os túbulos seminíferos estâo representados em maior detalhe. 
As células germi nativas em diferentes estágios do 
desenvolvimento estSo localizadas entre as células de 
Sertoli e circundadas pelo seu citoplasma. O limite do 
túbulo é formado pela lâmina basal e pela lâmina própria, 
subdivididas em diversas camadas.
Reproduzido com modificaçOes de SKINNER Cl991D e 
TOEBOSCH Cl9905.
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em testículos impúberes, os túbulos são povoados por dois 
tipos celulares- células de suporte, precursoras das células 
de Sertoli do adulto, e células germi nativas primordiais ou 
gonócitos. Os núcleos das células de suporte se localizam na 
periferia dos túbulos e o seu citoplasma se direciona para o 
centro Nesta fase, os túbulos ainda não têm lúmen. As 
células germinativas ficam inseridas no citoplasma das 
células de suporte. O número de células de suporte é muito 
maior que o de células germinativas, existindo mi toses nas 
duas populaçBes celulares A velocidade máxima de
proliferação das células de suporte ocorre antes do início 
da espermatogênese e cessa nas primeiras fases deste 
processo CCOUROT e KILGOUR, 19845.

A fase pré-púbere é caracterizada por um período de 
rápido crescimento testicular, quando se inicia a 
espermatogênese. A população celular das gônadas aumenta 
drasticamente, os gonócitos se transformam em 
espermatogônias, iniciando as três fases do desenvolvimento 
das células germinativas. Na primeira /ase, as
espermatogônias indiferenciadas proliferam, dando origem a 
espermatogônias diferenciadas e a uma nova geração de 
espermatogônias indiferenciadas. As espermatogônias
diferenciadas dão origem aos esper matóci tos. Na segunda

fase, os espermatócitos sofrem divisóes meióticas formando 
espermátides haplóides. Na terceira fase, as espermátides se 
diferenciam em espermatozóides em um processo chamado de
espermiogênese CCLERMONT, 19725.

Os complexos juncionais que se formam entre células de 
Sertoli adjacentes dão origem á barreira hemato-testicular, 
dividindo os túbulos seminíferos em dois compartimentos: o
basal, que contém espermatogônias e espermatócitos 
primários, e o adluminal, que contém espermatócitos e 
espermátides C FIGURA 1.25. Da passagem seletiva de 
substâncias através desta barreira e da secreção ativa de 
compostos produzidos pelas células de Sertoli, provavelmente

3



resulta o meio ideal para o desenvolvimento das células 
ger mi nativas CSKINNER, 1991}

FIGURA I 2 REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA LOCALIZAÇÃO DA
BARREIRA HEMATO-TESTTCULAR 

Reproduzido de TOEBOSCH C1990D.

As células presentes na primeira fase da 
espermatogênese estao todas no compartimento basal dos 
túbulos seminíferos. Durante a primeira fase da meiose, os 
espermatócitos sáo transportados através da barreira hemato 
- testicular e entram no compartimento adluminal CRUSSEL e 
PETERSON, 1985}. As espermátides, haplóides, nSo se dividem 
mais, sofrendo um processo de diferenciação via Golgi-, 
cap-, acrossoma- e uma fase de maturaçSo para se 
transformarem em espermatozóides CLEBLOND e CLERMONT, 1952
a.bD

I 1.2 O Ciclo do epitélio semi ni fero
A análise da seção transversal de um túbulo seminifero 

de um rato adulto mostra uma ou duas gerações de 
espermatogônias, espermatócitos e espermátides, além das 
células de Sertoli. Os diferentes tipos de células 
germinativas não ocorrem randomicamente, mas determinados 
estágios de espermátides estão associados com gerações 
definidas de espermatócitos e espermatogônias. Em ratos, 
foram descritos 14 tipos de associações, chamadas de
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estágios do epitélio seminífero . Os estágios aparecem em 
seqüência temporal definida A série completa dos estágios 
corresponde a um ciclo do epitélio seminifero, que em ratos 
dura cerca de 13 dias C LEBLOND e CLERMONT, 1952b;
CLERMONT, 1972; PARVINEN, 19825. A espermatogénese completa, 
em ratos, leva aproximadamente 50 dias CCLERMONT, 19725 
C FIGURA I . 35

Células de Sertoli e germinativas interagem 
intensamente, e as propriedades das células de Sertoli 
variam durante os diferentes estágios do ciclo do epitélio 
seminifero CPARVINEN, 19821).

A ligação máxima do FSH ás células de Sertoli ocorre 
no estágio I, sendo relativamente baixa no estágio VII. A 
secreção de proteínas pelas células de Sertoli também é 
estágio-especifica. O ativador de plasminogênio é secretado 
principalmente nos estágios VII e VIII, a secreção da 
proteína cíclica-2 CCP-25 ocorre principalmente no estágio 
VI, sendo negligenciável nos outros estágios. A secreção de 
ABP Cproteína carregadora de andrógenos5 eleva-se entre os 
estágios VII e XI, sendo máxima no estágio VII, embora esta 
proteína seja secretada em quantidades consideráveis nos 
outros estágios do ciclo CPARVINEN, 19825. A secreção de 
inibi na diminui nos estágios VII e VIII CGONZALES et al , 
19895 A influência do estágio do epitélio seminifero sobre 
a secreção de produtos das células de Sertoli pode indicar a 
influência de uma determinada proteína para o
desenvolvimento de um tipo específico de célula ger mi nativa 
e/ou efeitos das células germinativas sobre as células de 
Sertoli CTOEBOSCH, 19905. Estas hipóteses podem apontar o 
fato de que as células de Sertoli "in vivo" tem uma 
atividade cíclica dependente de sinais extracelulares.
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FIGURA I 3 MAPA REPRESENTATIVO DOS ESTÁGIOS DA
ESPERMATOGÊNESE

Os números romanos representam os diferentes estágios do 
epitélio semi ní fero CI-XIVD. As letras indicam os tipos 
celulares: A, espermatogônia tipo A; In, espermatogônia
tipo intermediário; B, espermatogônia tipo B, PI , 
espermatóci to pré-1 eptotêm co; L, esper matóci to leptotênico; 
Z, espermatócito zigoténico, P,espermatócitos paquiténicos; 
Di , diacinese; II, espermatócito secundário; 1-19, estágios 
da esper mi ogênese.
Reproduzido de PARVINEN C1982D.
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1.1.3 Regulação da espermatogênese
Os dois compartimentos testiculares respondem a 

gonadotrofinas diferentes. As células de Sertoli, nos 
túbulos seminíferos, respondem ao FSH. As células de Leydig, 
no interstício, respondem ao LH, produzindo testosterona.

A iniciação da espermatogênese e a sua manutenção são 
dependentes de FSH e testosterona. As células de Sertoli 
possuem receptores para estes dois hormônios, sendo 
geralmente aceito que os efeitos do FSH e da testosterona na 
espermatogênese são mediados pelas células de Sertoli. O 
FSH e a testosterona exercem múltiplos efeitos nas células 
de Sertoli, como por exemplo, a estimulação da produção de 
proteínas como a ABP e a inibina. A glicoproteína inibina 
inibe a secreção de FSH pela hipófise, formando um sistema 
de "feed-back" negativo entre os testículos e a hipófise. 
Outro importante “feed-back" negativo envolve a inibição da 
liberação de gonadotrofinas pela testosterona circulante 
CTOEBOSCH, 19905. A FIGURA 1.4 representa esquematicamente o 
descrito acima.

A habilidade de células interagirem e se comunicarem é 
um fenômeno biológico desenvolvido com a evolução dos 
organismos mui ticelulares. As interações célula-cêlula podem 
ser classificadas em três categorias: ambientais,
nutricionais e regulatórias CSKINNER. 19915. A TABELA 1,1 
mostra as interações possíveis entre as principais células 
testiculares. As mais importantes interações ambientais 
ocorrem entre células de Sertoli e germinativas e entre 
células de Sertoli e peritubulares. Entre células de Sertoli 
e germinativas existe também uma interação nutricional. 
Interações regulatórias ocorrem entre todos os tipos 
celulares considerados.
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FIGURA I 4 DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DOS COMPONENTES
ANATÔMICOS FUNCIONAIS DO TESTÍCULO
HUMANO

LH-RH/FSH-RH, fatores liberadores das gonadotrofinas; LH, 
hormônio 1 utei nizante; FSH, hormônio folículo estimulante; 
C+D indica efeito esti mui atór i o e C-O indica efeito 
mibitóriodo hormônio 
Reproduzido de SMITH et al.C1983D.
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TABELA I 1
CLASSIFICAÇXO DAS INTERAÇÕES CÉLULA-CÉLULA NO TESTÍCULO:

Tabela reproduzida de SKINNER C1991D.

Além dos citados, muitos outros hormônios e fatores de 
crescimento exercem seus efeitos sobre as células de 
Sertoli, como por exemplo a insulina e IGF-I Cinsulin-1 ike 
growth factorD cujos receptores nestas células Já foram 
identificados CBORLAND et al.,1984; OONK e GROOTEGOED, 1987, 
1988D.Os fatores de crescimento podem atuar como fatores 
autócrinos e parácrinos regulando as interações entre vários 
tipos de células testiculares. Uma proposta de regulação 
está na FIGURA I.S, entretanto deve-se observar que a 
maioria destas interações requer ainda investigações para 
demonstrar sua importância fisiológica.

A análise das interações célula-célula no testículo 
mostra que as ações do sistema endócnno são freqüentemente 
e indiretamente mediadas por interações celulares locais 
CFIGURA 1 . 6D . As células de Leydig respondem ao LH 
aumentando a produção de andrógenos. A resposta ao LH, no 
entanto, desencadeia uma cascata de eventos: os andrógenos
atuam nas células peritubulares promovendo a produção de 
P-ModS Cproteína reguladora da célula de Sertoli}, que por 
sua vez, atua nas células de Sertoli, influenciando ações 
essenciais para o desenvolvimento das células germinativas. 
O FSH, atuando nas células de Sertoli também produz efeitos 
indiretos em outras células testiculares, influenciando o 
desenvolvimento das células germinati vas por alterar a
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FIGURA 1. 5 REPRESENTAÇÃO DAS POSSIVEIS INTERAÇGES
CÉLULA-CÊLULA MEDIADAS POR FATORES DE 
CRESCIMENTO NOS TESTÍCULOS:

IL-1, interleuquina 1; TGF, fator de crescimento de 
transformação celular; IGF, fator de crescimento semelhante 
a insulina; FGF, fator de crescimento de fibroblastos; NGF, 
fator de crescimento de nervos

FIGURA I 6 REPRESENTAÇÃO DAS POSSÍVEIS INTERAÇÕES CÉLULA
-CÉLULA RELACIONADAS COM A DIFERENCIAÇÃO 
CELULAR NOS TESTÍCULOS:

P-mod-S, proteína moduladora da célula de Sertoli.
Figuras retiradas de SKINNER C1991D.
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interação entre as células de Sertoli e as mesmas. As 
células de Sertoli também parecem produzir fatores FSH- 
-dependentes que podem influenciar as células de Leydig 
CSKINNER, 19915.
1 1 4 .  Células de Sertoli:

Enrico Sertoli, em 1865, foi o primeiro autor a 
descrever a existência de uma população de células
somáticas no testículo com o possível papel de suporte e 
nutrição das células germinativas. Sertoli estabeleceu, 
depois de dissociar o epitélio seminifero com cloreto de 
mercúrio, que as células de suporte eram células piramidais 
com ramificações que se estendiam pelo lúmen do túbulo, 
mantendo estreita associação com as células germinativas 
C FAWCETT, 19755.

O uso de técnicas de microscopia eletrônica mostrou 
que a morfologia das células de Sertoli era muito mais 
complexa. Perto da base, células de Sertoli adjacentes 
formam junções estreitas Ctight Junctions5 responsáveis pela 
formação da barreira hemato - testicular. No lado adluminal 
da barreira, as células de Sertoli possuem projeções 
Cramificações5 que circundam as células germinativas 
CRUSSEL e PETERSON, 19855.

KERR e DE KRETSER C19755 mostraram que as gotas de
gordura presentes no citoplasma das células de Sertoli
apresentam variações com o estágio do ciclo espermatogênico.
Estudos auto-radiográficos em camundongos demonstraram a
existência de variações nos padrões de marcação com 
9 3t HDuridina e [ H]aminoácidos em células de Sertoli dentro 

de áreas adjacentes ao epitélio seminifero, indicando 
atividades metabólicas diferentes CKlERSZENBAUM e TRES, 
19815 Variações cíclicas, estágio-dependentes, foram 
observadas na ultra-estrutura das células de Sertoli, 
refletindo mudanças na atividade da célula necessárias para 
a manutenção da espermatogênese CKERR, 19885.
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Em ratos, as células de Sertoli, se multiplicam
durante os períodos fetal e pré-puberal, nâo proliferando 
mais aproximadamente a partir dos 16 dias de vida 
CSTEINBERGER e STEINBERGER, 1971; ORTH, 19831) Durante a
fase inicial da espermatogênese, até aproximadamente 16 dias 
de idade no rato, as células de Sertoli sofrem um processo 
de amadurecimento, continuando a crescer em tamanho e 
formando ramificações, tornando-se aptas a exercerem suas 
funções de suporte e nutriçSo das células espermatogênicas.

Vários produtos secretórios da célula de Sertoli estão
representados na FIGURA 1.7. As células de Sertoli produzem 
metabólitos energéticos, como o lactato, que é usado pelas 
células germinativas, e uma série de proteínas com funções 
importantes na espermatogênese

FIGURA I.7 PRODUTOS DA CÉLULA DE SERTOLI E FATORES QUE 
INFLUÊNCIAM A SUA PRODUÇXO
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WRIGT et al.C19815 estudaram os produtos de secreção 
da célula de Sertoli, demonstrando a existência de 
secreção de proteínas específicas testiculares Cencontradas 
somente no fluído luminar! e de outras proteínas que são 
encontradas também na circulação geral. A produção e 
secreção de muitos destes compostos é regulada por diversos 
fatores hormonais, incluindo FSH e testosterona e por 
interações entre os diversos tipos celulares presentes no 
testículo. Esta regulação tem lugar em diversos níveis do 
processo de produção, na transcrição, na tradução e em 
modificações pós-translacionais.

O ABP foi um dos primeiros produtos da célula de 
Sertoli a ser identificado. É geralmente aceito que o FSH e 
a testosterona estimulam a secreção e a expressão do mRNA do 
ABP "in vivo" Em culturas de células de Sertoli, o FSH é o 
principal regulador CPEREZ-INFANTE et al. ,1986; JOSEPH et 
al ,19885.

A transferrina é outro dos produtos da célula de 
Sertoli, sendo a sua secreção estimulada por FSH, insulina, 
retinol e testosterona CSKINNER e GRISWOLD, 19825. Um 
pequeno efeito estimuiatório produzido pela testosterona foi 
descrito por PEREZ-INFANTE et al.C19865 e HUGGENVIK et 
al.Cl9875.

A inibina é um membro da família TGF-ft de fatores de 
crescimento que inclui outros produtos da célula de Sertoli: 
a ativina, a substância inibidora do dueto de Müller CMIS5 e 
o próprio TGF-(3. A inibina é contituida por 2 subunidades, 
chamadas a e (3. Existem dois tipos de subunidade ft C/9̂ 6 ,
que formam duas inibi nas diferentes. TOEBOSCH et al.Cl9895 
estudaram os efeitos do FSH e da testosterona sobre a 
produção e secreção de inibina, concluindo que o FSH 
estimula a produção e a secreção de inibina, enquanto a 
testosterona parece não ter efeito. As células
peritubulares também parecem influenciar a expressão do mRNA 
da subunidade a da inibina CTOEBOSCH et al. , 19885.
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As ativinas Cdí meros /?a/?a e fta. f?b3 têm atividade 
estimuiatória sobre a liberação de FSH pelas células 
hipofisárias CTOEBOSCH et al..19883 O TGF-ft é
constituído por duas subunidades muito semelhantes à cadeia 
ft da inibi na e sua ação é semelhante à da ativina CMASSAGUÉ, 
19873

Além- do papel no sistema de "feed-back" 
cér ebr o-t esti culo CCULLER e NEGRO-VILAR, 19883, a inibina 
testicular parece estar envolvida em ações parácrinas no 
testículo HSUEH et al.Cl9873 descreveram a ação das 
inibi nas e ativinas na modulação da esteroidogênese pelas 
células de Leydig.

O transporte intracelular de substâncias produzidas 
pelas células de Sertoli parece ser essencial para a 
espermatogênese. Proteínas produzidas pelas células de 
Sertoli, como já descritas anteriormente, têm efeitos sobre 
o desenvolvimento das células germinativas. Si ti os 
específicos para ligação do ABP foram encontrados em 
espermatócitos paquitônicos e, para a transferri na, em 
espermatócitos e espermátides C STEINBERGER et al ,1984; 
SYLVESTER e GRISWOLD, 19843. A presença de receptores para a 
transferrina nas células germinativas e a complexa regulação 
da secreção de transferrina pelas células de Sertoli sugerem 
que a transferrina testicular e/ou o ferro sejam importantes 
no desenvolvimento das células germinativas, principalmente 
porque a transferrina sérica não pode ser transportada 
através da barreira hemato-testicular. Outras possíveis 
funções para a transferrina, como fator de crescimento ou 
agente protetor, necessitam de maiores investigações 
CTOEBOSCH, 19903.

FUGASSA et al C19S73 demonstraram que a triiodotironina 
CT^3 diminui a produção de ABP por culturas de células de 
Sertoli, sugerindo uma ação regulatória direta dos hormônios 
da tireóide sobre a função reprodutiva masculina.

As células peritubulares parecem estimular a secreção
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de ABP por culturas de células de Sertoli, tratadas ou não 
com FSH; existindo uma correlação positiva entre o número de 
células peritubulares adicionadas as culturas de células de 
Sertoli e a quantidade de ABP secreiada CHUTSON e STOCCO, 
19813 .

LACROIX e FRITZ Cl9823 estudaram o controle da sintese 
e da secreção por células de Sertoli de uma glicoproteína 
com ação de ativador de plasminogênio, demonstrando o efeito 
estimulador produzido pelo FSH e pelo dibutiril AMP cíclico. 
MARZOWSZI, et al.C19853 sugeriram a existência de duas 
formas de ativador de plasminogênio, sintetizadas por 
células de Sertoli em cultura, uma secretada e outra que 
seria uma enzima associada à membrana. A enzima de membrana 
deve atuar como re-estruturadora de componentes de membrana 
nas interfaces célula-célula. A secretada atuaria em sítios 
mais distantes do epitélio semi ni fero ou teria uma atividade 
f i bri nol í ti ca como os ativador es de plasminogênio séricos

15



I 2  GLICOPROTEÍNAS

A formação de proteínas biologicamente ativas envolve 
muitas etapas, além da síntese da cadeia polípeptídica Uma 
das mais complexas e, talvez por isto, uma das mais 
intensamente estudadas é a gl1 cosi1ação. Um grande número de 
proteínas de diversas origens e funções biológicas são 
conhecidas por conterem carboidratos ligados covalentemente, 
sendo classificadas como glicoproteínas. Existem duas
classes principais de glicoproteínas- as ^-glicoproteínas, 
em que a porção carboibrato, iniciada por
N-aceti1-glícosaraina, está ligada ao átomo de nitrogênio 
amida da cadeia lateral de uma asparagina e as 
O-glicoproteinas, nas quais a porção carboibrato, iniciada 
por uma W-aceti1-galactosamina, esta ligada ao átomo de 
oxigênio da cadeia lateral de uma serína ou treonina As
O—glícoproteinas de fungos e leveduras diferem das dos 
animais superiores, por apresentarem a porção carboidrato 
ligada à cadeia polipeptídica através de uma ligação 
cx-manosi 1. Existem também glicoproteínas, como o colágeno, 
que não podem ser classificadas dentro das duas classes 
principais No colágeno, a porção glicídica está ligada ao 
átomo de nitrogênio a m m a  da cadeia lateral de uma li si na 
por uma ligação (3-ga.lactosi 1.

As iV-gl i copr otei nas podem ser divididas em duas 
classes principais. as complexas que contêm N-aceti 1 - 
—glicosamina, manose , galactose, fucose e ácido siálico, e 
as com alto conteúdo em manose Chigh mannose! que contêm 
W-aceti1-glícosamina e uma quantidade variável de unidades 
de manose Os dois tipos têm sempre como núcleo comum o 
pentassacarídio mostrado na FIGURA 1 8, C STANELONI e 
LELOIR, 19825.

Após LELOIR et al.C19505 terem descoberto os 
nucleotidios—açúcares, iniciaram-se os estudos sobre as 
glícosi1 —transferases, enzimas que catalisam a transferência
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d© unidades de açúcares para glicoproteínas e
oligossacarídios Esta transferência, em muitos casos, não é 
feita diretamente do nucleotí di o-açúcar para estes
compostos O glicidio é ligado intermediariamente a um 
1i pí di o CROTHFIELD e ROMEO,1971; LENNARZ e SCHER, 19723.

FIGURA I 8. ESTRUTURA DAS A/-GLI COPROTEÍ NAS 
R = CManDn -» Alto conteúdo em manose. .
R = CSialD CGal3 GlcNAc -♦ Complexas; os resíduos entre
parenteses podem estar ausentes.

A síntese das N-glLcoproteínas é iniciada pela 
formação do ol i gossacarí di o [ Gl c^Man^GlcNAc^], ligado a um 
carregador lipídico por uma ponte de pirofosfato CSTANELONI 
© LELOIR, 19793. Estes lipídios envolvidos na glicosi 1 ação 
de resíduos de asparagina em proteínas são 
poli—isoprenóides, pertencentes a classe dos terpenos, que 
apresentam na porção terminal um álcool primário. Sua 
estrutura e biossíntese foi discutida por BEYT1A © PORTER 
Cl 9763 A presença ou não de uma liga dupla na unidade 
a-isoprênica Cdo grupo alcoólico} permite classificar estes 
lipídios em poliprenóis a-i nsatur ados Cpor exemplo: o
undecaprenolD e a-saturados CdolicolD. Nos organismos 
superiores, o número de unidades isoprênicas varia de 18 a 
22, sendo a unidade a-isoprênica saturada CFIGURA 1. 93 .

O lipídio intermediário tem como função permitir a 
sintese de macromoléculas em meio lipofílico Cmembrana
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celular}, a partir de um precursor hidrofílico.

FIGURA 1. 9 ESTRUTURA DO DOLICOL NOS ANIMAIS SUPERIORES 
n = 17 - 21 unidades isoprênicas

1 2  1 Topografia da N-glicosi 1 ação de proteínas
A biossintese da porção oligossacarídica das 

N-giicoproteinas é feita em várias etapas:
1°} Um lipídio-pirofosforil-oligossacaridio é sintetizado 
pela transferência seqüencial de açúcares de um nucleotídio 
açúcar ou de um lipídio fosfato monossacarídio doador para 
um dolicil fosfato que atua como carregador lipídico.
2°D O oligossacaridio formado é transferido em bloco para a 
cadeia polipeptídica nascente
3°2> O ol i gossacari dio ligado à proteína ê processado C per da 
e adição de açúcares periféricos! por reações que iniciam no 
retlculo endoplasmático e continuam durante seu trânsito 
pelo complexo de Gol gi

A biossintese do 1ípídlo-PP-oligossacaridio no retlculo 
endoplasmático rugoso, pelo chamado ciclo do dolíci1-fosfato, 
está esquematicamente ilustrado na FIGURA 1.10.

A síntese é iniciada pela reação catalisada pela 
UDP-N-aceti1-glícosamina • dolicil -N- aceti1-glícosamina-1- 
-fosfato transferase.
UDP-GlcNAc + Dol-P -----►  Dol-PP-G1cNAc + UMP

A seguir, são transferidas em seqüência outra unidade 
de Af-aceti 1-gl i cosami na e cinco unidades de manose, doadas 
respectivamente por UDP-/V-aceti 1-gl i cosami na e GDP-manose. 
As quatro unidades de manose e as três de glicose, que
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entram posteriormente, são doadas por dolici1-fosfato-manose 
e dolici1-fosfato-glicose, formados a partir de dolicil- 
-fosfato & GDP-manose ou UDP—glicosa.

Investigações recentes têm mostrado detalhes sobre a 
topografia das reações de glicosilaçSo no retículo 
endoplasmático CLENNARZ, 1982; ROTH, 19873 O
oligossacarldio que é transferido para a proteína nascente 
no retículo endoplasmático é sintetizado a partir de 
nucleotídios-açúcares que estão no citoplasma Cas 
nucleotí di os-açúcares-si ntetases são enzimas
citoplasmáticas, COATES et al. , 19803. Em trabalhos
realizados em fração mi crossomal de oviduto de galinha, 
HANOVER e LENNARZ Cl978 e 1981D mostraram que a síntese de 
Dol-PP-G1cNAc^ nâo poderia ocorrer no lado citosólico da 
membrana do retículo PEREZ e HIRSCHBERG Cl9853 demonstraram 
que UDP-GlcNAc pode ser translocado na membrana do retículo 
por um carregador protéico, em um sistema que envolve a 
saída de UMP do lúmen reticular. Na mesmo trabalho, os 
autores mostram que o transporte de UDP—glicose pode ser 
feito pelo mesmo tipo de sistema, mas não o de GDP-manose.

Estes dados e mais os trabalhos de SNIDER et al. 
Cl 9803; SNIDER e ROBBINS Cl9823 e de PEREZ e HIRSCHBERG 
Cl9863 levaram a formulação da hipótese apresentada na
FIGURA 1.10, pela qual a síntese do lipídio-
-pirofosforil-oligossacarídio ocorreria nas duas faces da 
membrana do retículo Ccitoplasmática e luminalD. O
Dol-PP-G1cNAcz formado na face luminal é translocado para a 
face citosólica da membrana, onde cinco unidades de manose 
são adicionadas, transferidas diretamente de GDP-manose
CSNIDER e ROGERS, 19842). Os mesmos autores propuseram que a 
adição das próximas quatro unidades de manose e das três 
unidades de glicose se daria na face luminal do retículo, 
implicando então a translocação do lipldio-
-pirof osf ori 1-oli gossacarí di o CDol-PP-GlcNAc^Man^D e de 
dolici1-fosfato-manose e dolici1-fosfato-glicose da face
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citosólica para a face luminal

FIGURA 1.10 REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA 
OLIGOSSACARÍd i o lipí d i o  n o 
ENDOPLASMÁTICO RUGOSO 

As etapas indicadas por linhas cheias 
experimentalmente comprovadas.
►  , glicose; G, manose, B . ü-aceti 1 glicosamina. 
Retirado de ROTH, 1987.

SÍNTESE DO 
RETÍCULO

JÁ foram
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O 1ipldio-pirofosfori1-oligossacaridio completo
CDol-PP- -GlcNac Man Glc D se formaria na luz do retlculo,Z í> 9
onde s e n a  transferido para a proteína nascente por uma 
oligossacaridio-transferase associada à membrana do retlculo 
endoplasmático rugoso

A gliCosilação dos resíduos asparagina de uma proteína 
acontece sempre na seqüência peptídica Asn-X—Ser/Thr, onde X 
pode ser qualquer ami noácido exceto Pr o e Asp CMARSHALL, 
1972} Segundo KRONQUIST e LENNARZ C1978} , este não seria o 
único fator determinante da glicosi1ação, pois somente a 
terça parte dos sítios possíveis são glicosi 1ados. Ainda no 
retículo endoplasmático, a glicoproteína começa a ser 
processada, perdendo as três glicoses. A remoção da primeira 
glicose, feita pela glicosidase I CELTING, 1980}, pode 
acontecer, ainda, com a cadeia polipeptídica associada ao 
ribossoma CATKINSON e LEE, 1984}. A remoção de manoses 
também deve começar no retículo endoplasmático, como 
demonstrado por GODELAINE et al.Cl 981D. Após, a proteína 
seria transferida para o componente cis do complexo de 
Golgi, por vesículas de transferência. Nos diferentes 
componentes do complexo de Golgi Ccis, mediai, trans} estão 
as enzimas responsáveis pela continuação do processamento 
das N-glicoproteínas CLENNARZ, 1982; SPIRO e SPIRO, 1982; 
SCHACHTER, 1986}. Um exemplo desse processamento é dado 
pela FIGURA I 11

Após o processamento, as diferentes glicoproteínas, 
dependendo de sinais codificados na sua estrutura 
tridimensional, são enviadas para os lisossomas, para os 
grânulos de secreção ou para a membrana plasmática 
CSCHACHTER, 1986}
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FIGURA I 11 REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PROCESSAMENTO DE
UMA N-GLICOPROTEÍNA

C12) Transferência do Gl caManeGlcNAcz do dol—PP— 
oligossacarídio para a cadela polipeptidica nascente; C2D 
a-glicosidade I; C32) a-gl 1 cosidase II; C4D ot2-manosidase do 
reticulo endoplasmâtico rugoso CRER}; C5D a-manosidase I; 
C 6} GlcNAc-transferase I; C7D a-manosidase II; C85 
GlcNAC-transf erase II; C93 a0-fucosiltransferase; CIO} 
Galtransferase; Cll} siali1transferase; CI5
N-acetilglicosaminil fosfotransferase Chidrolases
destinadas para os lisossomasl; CIID N-acetilglicosamina 
-1-fosfodiester a-N-aceti1glicosaminidase, que expOe os 
residuos de manose-6-fosfato, Cmovimento das hidrolases 
para os 1isossomas). O transporte dos nucleotídios açúcares 
para o lúmem esta indicado por setas. ■, GlcNAc; O, Man, A , 
Glc; A , Fuc;0, Gal; ♦ acido siálico.
Retirado de SCHACHTER, 1980.
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1.2.2. Fatores que afetam o controle da glicosilação de
protelnas

A informação genética chega ao sistema de glicosilação 
indiretamente, nâo existindo informação transmitida por 
modelos como na biossintese de ácidos nucleicos e proteinas. 
Os gens codificam, por exemplo, a cadeia polipeptídica a ser 
glicosilada, as glicosi1-transferases, a disponibilidade de 
substratos e cofatores e a construção do sistema de
endomembranas, responsável pela biossintese. Diferentemente 
das ligações entre dois aminoácidos na cadeia polipeptídica, 
as ligações entre duas unidades monossacarídicas podem ser 
de diversos tipos Ca e ft, entre o carbono anomérico de um 
açúcar e C-2, 3, 4 ou 6 do outro}. Ainda podem existir no
oligossacarídio cadeias ramificadas bastante complexas. O 
resultado final mostra que a síntese de ácidos nucleicos e 
de proteínas é muito mais precisa que a montagem de um 
carboidrato complexo, que, sendo mais livre para variações, 
permite a existência do fenômeno da mi croheterogenei dade 
C SCHACHTER, 1986}.

A regulação de algumas enzimas da rota de biossintese
pode ser crítica no controle da glicosi1ação. A análise dos
esquemas das FIGURAS 1.10 e 1.11, pode sugerir vários pontos 
potenciais de regulação.

Diferentes estudos tem mostrado que alterações nos 
níveis de dolicol e dolicil-P regulam a velocidade da 
biossintese de glicoproteínas CLUCAS e LEVIN, 1977; HARFORD 
e WAECHTER, 1977 e 1980; LUCAS e NEVARY, 1978; CARSON, et 
al.,1981}. Em muitos estudos "in vitro", a adição de 
dolicil-P estimula substancialmente a glicosi1 ação CSPIRO e 
SPIRO, 1986; PAN e ELBEIN, 1990}. MILLS e ADAMANY Cl978} 
demonstraram que a inibição da hidroximeti1-glutari1 CoA 
redutase pode bloquear a sintese do
11 pi dio-pi r ofosf or1 1-oli gossacarí di o .

O controle dos níveis de dolici1-fosfato, através da 
regulação da atividade da CTP-dolicol-quinase, foi descrito
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em oviduto de galinha CBURTON et al. ,1981D e em embrião de 
ouriço do mar CROSSIGNOL et al.,1981D. BERKOWITZ e NYQUIST 
Cl986J demonstraram que a atividade da dolicol quinase em 
testículos de ratos cresce dos 21 aos 24 dias de idade, com 
subseqüente declínio até aos níveis encontrados no animal 
adulto

Na FIGURA 1.12 estão representados os caminhos de 
síntese e "turnover" do dolici1-fosfato. Sua biossintese a 
partir de aceti1-coenzima A, a fosforilação pela reação da 
dolícol-quinase Creação 1D e a sua regeneração após a 
transferência do oligossacaridio para a proteina Creação 2D . 
A biossintese, a partir de acetil-CoA, segue a mesma rota da 
síntese de colesterol até a formação de farnesil 
pirofosfato Neste ponto, ocorre uma bifurcação. enquanto 
grande parte do fluxo de carbonos segue para a produção de 
colesterol, uma pequena porção se direciona para a formação 
de dolícol.

Uma cis-prenil transferase de cadeia longa catalisa a 
união de 14-17 unidades de isopreno Cisopentenil 
pirofosfato} a uma molécula de farnesil pirofosfato gerando 
um polipreni1-pirofosfato e posteriormente dolici1-fosfato. 
Entretanto, a seqüência de reações pelas quais o 
intermediário a-insaturado é convertido em dolici1-fosfato 
não é conhecida CKELLER, 1987} A reação da cis-prenil 
transferase tem sido indicada como uma das possíveis etapas 
regulatórias da síntese do dolicol. CKELLER et al ,1979; 
KELLER, 1987; JAMES e KANDUTSCH, 198CO

Todos os tecidos são capazes de sintetizar dolicol, 
variando a relação entre a atividade da sintese “de novo" e 
da "de salvação" Creações 1 e 2}. No figado de ratos, por 
exemplo, a contribuição da síntese "de salvação” parece ser 
relativamente menos importante CKELLER, 1987}.

Um caminho alternativo de síntese foi encontrado em 
oviduto de galinha CGRANGE e ADAIR, 1977}, em fígado de 
galinha CWELLNER e LUCAS, 1979} e em túbulos seminíferos de
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rato CBABA et al. , 1987; ALLEN e WARD, 1987; CHEN et al , 
1989} Nesses casos, foi descrita existência de uma 
atividade de 2,3-deidrodolici1-difosfato sintase,
exemplificada pela reação 3 da FIGURA 1.12.

O mecanismo preciso da regulação dos níveis de 
dolicil-fosfato nSo está bem determinado. ALLEN e WARD 
C1987} sugeriram que o estudo de células em diferenciação 
pode levar à identificação dos controles do ciclo de dolicol 
e de sua real importância na N-glicosi 1ação de proteínas

FIGURA 1.12 FORMAÇAO DE DOLICIL-FOSFATO:
1- Dolicol-quinase; 2-Dolici1-PP-fosfatase;
3- 2,3-deidrodolici1-difosfato sintase; 4- cis-prenil 
transf erase; n, 14-17 unidades de IPP
Ac-CoA, acetil CoA; HMG-CoA, hidroximetil-glutaril CoA; MVA, 
mevalonato; IPP, ísopenteni1-pirofosfato; GPP, geranil— 
pirofosfato; FPP, farnesil-pirofosfato; Dol-OH, dolicol; 
Dol-P, dolicil-fosfato; Dol-PP, dolicil-pirofosfato;
Dol-PP-GlcNAc, doli ci1-pi rofosfato-N-aceti1-glicosami na;
deidrodol-PP, deidrodolici1-difosfato.
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CHEN et al.C1989} mostraram que a atividade da
2»3-deidrodol1 ci1-difosfato sintase em homogenados de 
túbulos seminiferos de ratos pré-púberes muda em função da 
idade do animal. Os autores sugerem que estas mudanças devam 
ser importantes na regulação da disponibilidade de dolicil-P 
para a sintese de W-gli copr otei nas durante a fase inicial da 
esper matogênese

Outra etapa limitante na glicosilação é a transferência 
do oligossacarídio para a proteína nascente CALLEN e WARD, 
1987}. A importância da presença dos residuos de glicose no 
1ipídio-PP-oligossacarídio para a atividade da
oli gossacar í di o-tr ansfer ase foi descrito por SPIRO et 
al C1979D e MURPHY e SPIRO Cl981D em preparações 
mi cr os somai s de tireóide.

A formação de dol-PP-G1cNAc, primeira etapa da síntese 
do 1ipídio-PP-oligossacarídio, parece ser outro ponto de 
controle A ativação da N-aceti1-glicosamini1 transferase 
por dolíci1-fosfato-manose foi demonstrada em retina de 
embriões de pintos por KEAN Cl982, 1983, 1985}.

Já estudos feitos em células tratadas com puromicina 
mostraram que a acumulação do 11 pídio-pirofosfori1- 
-oligossacarídio, causada pela inibição da biossintese 
protéica ou da glicosilação de proteínas, gera a acumulação 
de um intermediário Ctalvez o próprio lipídio- 
-PP-ol i gossacarí dioD , que inibe a biossintese do 
lipídio-PP-olígossacarídio CPAN e ELBEIN, 199CO. GRANT e 
LENNARZ Cl983} sugeriram que o GTP pode ser este composto, 
pois GTP inibe a transferência de manose de GDP-manose para 
o lipídio-pirofosforil -oligossacarí dio. SPIRO e SPIRO 
C1986}, trabalhando com microssomas de tireóide, 
demonstraram que o GTP é inibidor da atividade de 
dolici1-fosfato-manose sintase responsável pela sintese de 
dolici1-fosfato— manose.

A associação das glicosil—transferases com os 
fosfolipídios presentes na membrana do retículo
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endoplasmAtico também tem sido descrita como fator de 
modulação da atividade destas enzimas. A ativação da 
manosi1-transferase II, que catalisa a transferência direta 
de manose do GDP-manose para o oligossacaridio, na presença 
de fosfatidil-etanolamina Cinsaturada) foi demonstrada por 
JENSEN e SCHUTZBACH Cl9823 CHALIFOUR e SPIRO Cl 9883 
demonstraram que a atividade e a orientação na membrana do 
reticulo endoplasmático rugoso da oligossacaridio- 
—transferase é dependente de sua interaçSo especifica com 
f osf ati di1-coli na.

Os efeitos de diversos hormônios e da vitamina A na 
sintese do 1ipidio-PP-oligossacaridio, na sua transferência 
para a proteina e no seu processamento, têm sido descritos 
em diversos sistemas celulares. No caso dos efeitos de 
hormônios sexuais em tecidos alvo, por exemplo o tratamento 
com estrógenos aumenta de 3 a 4 vezes a atividade da 
oligossacarídio-transferase em oviduto de galinha CSINGH e 
LUCAS, 19813. Estes mesmos hormônios aumentam de 10 a 15 
vezes a atividade desta enzima durante a diferenciação 
cervical em coelhos CCHILTON et al. ,19883. DUTT et al.Cl9863 
demonstraram, em útero de camundongo, que a N-glicosilaçSo 
de proteínas é estimulada por esteróides. Em tecido 
epididimal de ratos, IUSEN et al.C19843 provaram que as 
atividades das glicosil- e manosi1-transferases sâo 
dependentes de andrógenos. As atividades destas enzimas 
diminuem aproximadamente 76 X com a castraçSo. Também a 
dexametasona estimula a sintese de dolici1 —fosfato—manose em 
microssomas isolados de células HeLa CRAMACHANDRAN e 
MELNYKOVICH, 19863.

Os efeitos das gonadotrofinas sobre a N-glicosilaçâo 
podem ser exemplificados pelo efeito ativador da 
tireotropina CTSH3 sobre várias glicosi 1-transferases e 
sobre a ol i gossacari di o-transferase de células de tireóide 
de porco, demonstrado por FRANC et al. C19843 e pelo trabalho 
de BERNARD e WASSERMANN Cl9823 em ratos imaturos. Nesse
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estudo foi apresentado um efeito estimulatório do FSH 
injetado "in vivo”, sobre a incorporação "in vitro" de
9[ H]manose a glicoproteínas de testículos de ratos 

irradiados ainda no útero materno Cenriquecidos em células 
de SertoliJ e de manose e glicosamina em testículos de ratos 
normais.

A estimulação provocada por FSH ou dibutiril AMP 
cíclico da incorporação de fucose a glicoproteínas foi 
demonstrada por GALDIERI e ZANI Cl 981 D. Estes resultados não 
esclarecem se o aumento da radioatividade incorporada é 
devido a um aumento da síntese da gl i copr oteí na ou a um 
aumento de glicosi1ação de cadeias pré-existentes.

As ações da vitamina A sobre a A/-gl i cosi 1 ação podem ser 
exemplificadas pelas observações de DE LUCA C1977J em fígado 
de ratos deficientes em vitamina A. Nesses a quantidade de 
[14C] manose ligada a proteínas é 79% menor que em fígados 
de ratos normais. O autor sugeriu que existe um bloqueio no 
processamento do oligossacarídio nos ratos deficientes. 
Também MORRÉ et al.C1988D mostraram que, em animais que 
recebem um excesso de vitamina A na dieta, existem 
alterações nas glicoproteinas, que se movem através do 
complexo de Golgi para a superfície celular ou para os 
1i sossomas

Por sua vez, PLOTKIN e WOLF C1980D, medindo a 
atividade da galactosil-transferase em células epiteliais de 
traquéia de ratos, demonstraram que a atividade que está 
diminuída em células de ratos deficientes em vitamina A é 
restabelecida pela pré—incubaçâo por 30 min das frações 
mi crossomais destas células com retinol. A ativação por 
retinol e retini1-palmi tato de uma galactosi1-transferase de 
fígado de rato foi apresentada por CREEK e MORRÉ C1980D.O 
tratamento com ácido retinóico aumenta a atividade de uma 
sialil-transferase em células da linhagem S91-C2 de melanoma 
C DEUTSCH e LOTAN, 1983D.

O envolvimento do retinol no processo secretório de
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proteínas em células de fígado de rato foi demonstrado por 
NOWACK et al.C1987} No trabalho, os autores evidenciaram a 
participação do retinol na formação de vesículas de 
transição no retículo endoplasmático, que teriam como 
função levar material para a face cis do complexo de Golgi.

1.2.3 Glicoproteínas no Testículo:
Vários autores têm descrito a importância de

glicoproteínas na função testicular. As alterações 
existentes nos níveis de secreção das diferentes 
glicoproteinas produzidas pelas células de Sertoli durante o 
ciclo do epitélio seminífero Já foram descritas 
anteriormente Citem I.1.2.D. GURAGNA et al.C1986}
descreveram uma inibição na biossíntese de glicoproteinas em 
testículos de ratos de 20 dias submetidos a hiponutrição 
protéica, em que esses animais apresentavam uma menor 
atividade da dolici1-fosfato-manose sintase. GUMA et
al C1990} relacionaram esta inibição da biossíntese de 
glicoproteinas nos ratos hiponutridos com o atraso no 
processo espermatogênico encontrado nestes ratos.

Muitas das proteínas descritas como produtos das
células de Sertoli no item 1.1.4. sâo glicoproteinas, sendo 
reconhecidamente importantes para a funçSo testicular.
A proteína ligadora de andrógenos CABP} CFRITZ et al., 
1974; TINDALL e MEANS, 1976; HAGENAS et al. , 1975}
constitui 1% do total das glicoproteinas secretadas pelas 
células de Sertoli, sendo funcionalmente importante no 
transporte de andrógenos para o epididimo ou como 
reservatório destes hormônios CSKINNER et al. , 1989}.
STEINBERGER et al.C1984} descreveram a existência de sítios 
específicos para o ABP em espermatócitos paquitênicos.

O ativador de plasminogênio pode estar envolvido no 
processo de re-estruturação da barreira hemato-testicular, 
durante o movimento de células ger mi nativas do lado basal
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para o compartimento adluminal do túbulo semi ní fero e na 
liberação de espermátides maduras pelas células de Sertoli 
CLACROIX et al , 1977}

A transferrina testicular, uma glicoproteina com o peso 
molecular de aproximadamente 80 kD, que liga 2 átomos de

-t-3Fe , é o maior produto de secreção das células de Sertoli 
C7-15% do total das glicoproteínas secretadasD. A ligação e 
o transporte de ferro são as funçOes mais importantes da 
transferrina, mas não se pode excluir a possibilidade da 
transferrina atuar como um fator de crescimento local 
CSKINNER e GRISWOLD, 1980; EKBLON et al. , 1983}.

A ceruloplasmina está envolvida no transporte de cobre 
e atua juntamente com a transferrina, estimulando a divisSo 
e o crescimento de células de Sertoli obtidas de ratos de IO 
a 13 dias de idade CMATHER et al . ,1982}. A proteína 
ínibidora do dueto de Huller, responsável pela regressão dos 
duetos de Muller em fetos machos, secretada por células de 
Sertoli fetais, parece ser também uma glicoproteina CPICARD 
e JOSSO, 1980}.

As glicoproteinas sulfatadas CSCM-1 e SCM-2} são 
responsáveis pelo transporte de lipídios essenciais para o 
desenvolvimento das células ger mi nativas CSKINNER et al. , 
1989}.
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1.3. RETINOL

Desde o reconhecimento da vitamina A como fator de 
crescimento, através do trabalho de MC COLLUM e DAVIS Cl 9155 
e mais tarde pelo estabelecimento de suas funções no 
processo visual CWALD, 19355, a elucidação de seu mecanismo 
de ação tem sido um grande desafio.

A maioria dos primeiros trabalhos realizados se 
constituíam em monitoramentos das mudanças causadas em 
animais de experimentação pela deficiência ou excesso de 
vitamina A. Estes trabalhos demonstraram que a vitamina A é 
essencial para o crescimento de todos os vertebrados e para 
a prevenção da cegueira noturna. Além disto, a vitamina A 
tem sido reconhecida como fator importante na diferenciação 
dos tecidos epiteliais, na manutenção da capacidade 
reprodutiva e na produção de glicoproteinas CLOTAN, 19805. 
Também tem sido demonstrado que muitos derivados da vitamina 
A podem prevenir o desenvolvimento de vários tipos de câncer 
epitelial CSPORN et al. , 19765.

Estudos feitos "in vivo" tôm ajudado muito na
determinação de vários efeitos da deficiência ou do excesso 
de vitamina A nos tecidos e, algumas vezes, até em niveis 
celulares. Entretanto, a interpretação deste tipo de
resultado é dificultada pela impossibilidade de se
distinguir entre efeitos primários e efeitos secundários Cou 
específicos de inespecíficos5. Este problema pode ser
resolvido, em parte, pelo desenvolvimento de técnicas "in 
vitro". O estudo dos efeitos dos retinóides em culturas de 
tecidos tem ajudado no entendimento de muitos aspectos das 
alterações na fisiologia celular e na expressão fenotípica 
provocados por retinóides CLOTAN, 19805.
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1.3.1. Estrutura química, origem e relaçío estrutura e 
f unçAo

A vitamina A C retinol D encontrada nos tecidos animais é 
um isoprenóide que contém um anel de 0 carbonos e uma cadeia 
lateral de 11 carbonos CFIGURA 1.135, sendo derivada dos 
carotenóides. Os carotenóides, também chamados de 
pr ó-vi tami nas , sSo largamente distribuídos nos vegetais, 
sendo convertidos a retinol por reaçOes enzimáticas na 
mucosa intestinal e no figado. O ft-caroteno é uma molécula 
simétrica, que clivada gera 2 moléculas de retinol CFIGURA 
1. 1 35 , C DE LUCA , 19775 .

FIGURA 1 1 3  ESTRUTURA QUÍMICA DO RETINOL

A atividade da vitamina A em mamíferos pode ser 
exercida por uma série de substâncias. A substância "mAe" é 
o al1-trans-retinol; por oxidaçAo, são gerados o ali- trans 
retinal C for ma al dei dica da vitamina5 e o Acido retinóico 
C for ma ácida da vitamina5. Os derivados com atividade de 
vitamina A podem apresentar modificaçOes químicas no anel, 
na cadeia lateral ou no grupo terminal da molécula do 
reti nol

LOTAN Cl 9805 classificou como retinóide Canálogo á
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vitamina AJ , toda a substância capaz de restabelecer o 
crescimento normal em animais submetidos a dietas 
deficientes em vitamina A SPORN et al.C1976D analisaram a 
atividade potencial de diversos retinóides, verificando que 
muitos retinóides sintéticos que tém potente atividade no 
controle da diferenciação de tecidos epiteliais "in vivo" 
ou na reversão de lesões pré—malignas têm pequena capacidade 
de promover o crescimento de animais deficientes em vitamina 
A. Este estudo mostrou que novos critérios deveriam ser 
desenvolvidos para correiacionar estrutura e atividade, como 
também para o estabelecimento dos parâmetros moleculares 
responsáveis pelos possíveis efeitos tóxicos dos
reti nói des.

Analisando as atividades relativas de diferentes 
retinóides, LOTAH C1980D propôs a existência de uma 
correlação entre a atividade e a afinidade de ligação com 
uma proteína ligadora celular, sugerindo que a açâo da 
vitamina seria mediada pela ligação com a proteína 
carregadora citoplasmática, Já CHYTTL e ONG C1978J lembrando 
que a resposta celular pode ser dependente de muitos outros 
fatores, como a presença de receptores celulares, propõem 
que a presença de uma proteína ligadora deve ser um 
requerimento, nâo necessariamente suficiente.

1.3.2 Metabolismo da vitamina A

1.3.2 1 Absorção, transporte e armazenamento
A vitamina A existe na dieta na forma de retinil- 

-ésteres ou de /?-caroteno. Os ésteres são hidrolisados por 
esterases específicas e o retinol absorvido pelas células da 
mucosa intestinal O /?-caroteno é primeiramente absorvido e 
então enzimáticamente clivado em 2 moléculas de retinal que 
são reduzidas a retinol. Após a absorção intestinal, o 
retinol é esterificado com um ácido graxo de cadeia longa 
Cgeral mente o ácido palmi ti coD e transportado como retini 1 —
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-éster nas quilomicras pela linfa até a circulação 
sanguínea, de onde é captado e armazenado pelo fígado 
C LOTAN, 19803 .

A mobilização e o transporte da vitamina A, a partir 
dos estoques hepáticos, requer hidrólise dos retini1-ésteres 
e conjugação do retinol livre com uma proteína carregadora 
CRBP3, produzida pelo fígado. A hol oproteí na, normalmente 
associada Cna proporção de 1.10 com uma pré-albumina chamada 
transtirretina CTTR3, é liberada para a circulação, 
transportando o retinol até aos tecidos alvo CGRISWOLD, et 
al ,19893 DIXON e GOODMAN C1987cO demonstraram que a 
suplementaçâo do meio de cultura de hepatócitos com 
aminoácidos e dexametasona mantém a produção e a secreção 
normais de RBP por vários dias. Os autores também mostraram 
que em hepatócitos normais, com ampla disponibilidade de 
retinol intra-celular, a adição de retinol exógeno não 
parece influenciar o metabolismo e secreção de RBP por estas 
células Em hepatócitos isolados de ratos deficientes em 
vitamina A, a adição de retinol estimula a secreção de RBP 
pelas células C DIXON e GOODMAN, 1987b3. Pela análise da 
expressão dos gens de proteínas envolvidas no transporte de 
retinol, PEROZZI et al.C19913 provaram que os niveis 
hepáticos de mRNA da RBP não são afetados pela deficiência 
ou pelo excesso de vitamina A.

O ácido retmóico é encontrado em pequenas quantidades 
na dieta, possui atividade de vitamina A na promoção do 
crescimento CLOTAN, 19803, mas não pode substituir o 
requerimento de retinol na visão CDOWLING e WALD, 19603 e 
na reprodução CLOTAN, 19803, provavelmente por não poder ser 
reduzido "in vivo" à retinal ou retinol CDOWLING e WALD, 
19603 O ácido retinóico é transportado no sangue associado 
á albumina. Por isto, é plausível assumir que análogos 
sintéticos sejam também transportados associados à albumina.

Muitos estudos têm mostrado que o ácido retinóico pode 
ser armazenado em quantidades apreciáveis em alguns órgãos.
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mas, ao contrário do retinol. é rapidamente metabolizado e 
excretado CLOTAN, 1980D, Observações similares têm sido 
feitas sobre alguns análogos sintéticos

SZUTS e HARGSI Cl991D investigaram a solubilidade em 
soluções aquosas dos três retinóides mais comuns Cretinol, 
retinal e o ácido retinóicoD, encontrando uma solubilidade 
em água de em torno de O.lpM. Embora relativamente baixa, 
esta solubilização seria fisiologicamente significante e 
explicaria resultados anteriormente obtidos que descrevem o 
movimento de retinóides através de fases aquosas durante a 
transferência intervesicular na ausência de proteínas 
ligadoras. Esta difusSo não complexada de retinóides pode 
ser importante no transporte dentro de distâncias 
subcelulares.

I 3. 2 2. Captação pelas células e metabolismo
A natureza da função da RBP no transporte de retinol 

até as células não está completamente esclarecida. FUTTERMAN 
e HELLER Cl9722) mostraram que a associação do retinol com a 
RBP protege o retinol da oxidaçâo. Não está esclarecido, 
entretanto, se a RBP serve para facilitar a captação de 
retinol pelas células.

RANDOLPH e ROSS C1991D, estudando a captação e 
esterificação do retinol em células das linhagens MCF-7 e 
HepG2, demonstraram que a forma com que o retinol é 
oferecido a estas células C disperso no meio de cultura, 
ligado à RBP ou ao complexo RBP-TTRD não é qualitativamente 
importante para o processo. Seus resultados e os de 
SHINGLETON et al.C1989cD, que estudaram a captação de 
retinol por culturas de células, sugerem que a ligação do 
retinol na RBP ou RBP-TTR retarda a velocidade da captação 
pelas células, em vez de acelerá-la . Os resultados de 
RANDOLPH e ROSS Cl 991D e de SHINGLETON et al.C1989cD são 
consistentes com a teoria de que o retinol é captado pelas 
células depois de sua dissociação da RBP e difusão na fase
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aquosa, postulada por NOY e XU C1990D. Isto explicaria o 
fato de que, em iguais concentrações, a velocidade inicial 
de captaçSo é maior para o retinol disperso no meio, 
intermediária para o complexado com RBP e ainda menor para o 
complexo RBP-TTR-retinol

Tem sido postulada a existência de um receptor 
específico na superfície celular para o complexo 
circulatório de transporte Cretinol-RBP-i1KO CGOODMAN, 
19840. A captação do retinol "in vitro" foi estudada em 
diversos sistemas celulares, sendo um processo rápido e 
saturável CRASK e PETERSON, 1976; HELLER, 1975}.

A existência de várias proteínas celulares ligadoras 
de retinóides sugere que uma variedade de estruturas 
derivadas do retinol possam interagir com as células de uma 
forma biologicamente signifi cante CCHYTIL e ONG, 1979}. 
CHYTIL e ONG C1984} descreveram duas proteínas ligadoras 
intracelulares de retinóides , a CRBP Cproteína carregadora 
de retinol} e a CRABP Cproteína carregadora de ácido 
retinóico}. A função destas proteínas nâo está bem
estabelecida, mas tem sido sugerido que estariam envolvidas 
no transporte dos retinóides até ao núcleo celular. ONG et 
al.C1988} descreveram o complexo CRBP—retinol como sendo o 
substrato preferencial para a formação de retinil ésteres. A 
incubação de células das linhagens MCF-7 e HepG2 com oleato

9e [ H]retinol resulta em um aumento rápido e correlacionado 
das velocidades de captaçSo e esterificaçSo do retinol 
C RANDOLPH e ROSS, 1991}.

SANI et al.C1991} descreveram a existência de uma nova 
proteína ligadora de retinóides CRetBP}, que liga tanto 
retinol como ácido retinóico e alguns derivados, porém 
sua funçSo ainda nSo está esclarecida Na verdade, pouco é 
conhecido sobre a captaçSo do ácido retinóico, embora LOTAN 
C1980} proponha que possam existir trocas de ácido retinóico 
entre a albumina e a RBP.

Após a entrada na célula, o retinol e o ácido retinóico
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podem participar de várias reações metabólicas. Na FIGURA 
I 14 estão representadas de algumas dessas reações.

FIGURA 1.14 REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS DESTINOS DO
RETINOL E DO ÁCIDO RETINÓICO EM UMA CÉLULA 
HIPOTÉTICA DE VERTEBRADO 

R, receptor de membrana, SA, soro albumina, GP,
glicoproteí na.
Retirado de LOTAN, 1980.
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O grupo alcoólico primário do retinol pode sofrer 
oxidaçSo reversivel até retinal por uma álcool 
desidrogenase. O retinal pode ser irreversivelmente oxidado 
a ácido retinóico. Tanto o retinol quanto o ácido retinóico 
podem ser convertidos a glicuroní dios por açSo de uma 
glicuronídio transferase na presença de UDP-ácido 
glicurônico, estes compostos sSo a maior forma de excreção 
dos retinóides. Ésteres do retinol com ácidos graxos.sâo a 
forma de armazenamento em muitos tecidos, podendo ser 
hidrolisados tanto por esterases especificas como 
i nespecí f i cas

RANDOLPH et al.Cl991D examinaram a esterificaçâo do 
retinol em microssomas de fígado e de glândula mamária em 
lactaçSo de ratos e determinaram a existência de duas 
atividades enzimáticas envolvidas na esterif icaçSo. O 
retinol complexado com a CRBP ou disperso em solvente foi 
esterificado por uma enzima independente de acil-CoA, 
sensível a PMSF, chamada de LRAT CLecitina:retinol
acil-transferase); o retinol disperso em solvente também foi 
esterificado por outra enzima dependente de acil CoA e 
resistente ao PMSF, chamada de ARAT Cacil-CoA: retinol
acil -transf erase). A análise dos Km e das Vmax das duas
enzimas, nos dois tecidos, mostrou que a esterificaçSo do 
retinol deve ser regulada por mecanismos diferentes no 
figado e na glândula mamária.

Isomerases transformam o retinol e o ácido retinóico 
em 11-cis e 13-cis análogos. O isômero 11—cis é importante 
na formaçSo da rodopsina. Também podem ocorrer reações de
descarboxilaçSo e desacilaçSo, alguns destes metabólitos 
sendo excretados CLOTAN, 19805.

O retinol e o ácido retinóico também podem participar 
de reações de transferência glicosídica para a formaçSo de 
glicoconjugados CLOTAN, 19805. A FIGURA 1.15 mostra como o 
retinol atua como carregador de açúcares em reações de 
glicosilaçSo de proteínas. Diferentemente da glicosilaçâo
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mediada por dolicol, que envolve a formação de um 
oligossacaridio ligado ao lipidio, sendo posteriormente 
transferido para a proteina, o retinol parece doar 
monossacaridios durante o processamento de uma
glicoproteina CCREEK et al.,19835.

FIGURA I 15 ENVOLVIMENTO DO RETINOL COMO CARREGADOR E
DOADOR DE UNIDADES DE MANOSE EM REAÇÕES DE 
TRANSFERÊNCIAS GLICOSÍDICAS EM MEMBRANAS 
BIOLÓGICAS 

Modificado de DE LUCA Cl9775.
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1.3 3 Retinol nos testículos
Como foi apontado anteriormente C no item I 3. D , a 

vitamina A, na forma de retinol, é essencial para a 
manutenção da espermatogênese em mamíferos CTHOMPSON, et 
al , 1964; MITRAMOND, et al. , 19791). A administração de
ácido retinóico a animais deficientes em vitamina A CVADD 
restabelece as funçSes vitais, mas somente o retinol e seus 
esteres podem restabelecer a função testicular e a visão 
C THOMPSON, et al. , 1964; LOTAN , 1980D.

As mudanças citológicas que ocorrem nos testículos de 
ratos como conseqüência da deficiência em vitamina A foram 
descritas por MITRAMOND et al.C1979D. Os autores submeteram 
animais de 30 dias de idade á dieta deficiente em vitamina A 
até a interrupção do crescimento, a qual sinaliza o 
estabelecimento da deficiência após a mobilização total dos 
estoques hepáticos. O acompanhamento das mudanças 
citológicas foi feito do 1° ao 20° dia após os animais terem 
parado de crescer . No 20° dia, o número de espermatogônias 
nos túbulos era cerca de 1/4 do detectado no início do 
experimento. O número de espermátides era praticamente zero 
no 10° dia e o de espermatócitos decrescia rapidamente entre 
o 5° e o 12° dia, sendo que no 20°dia poucos espermatócitos 
foram encontrados.

SOBHON et al.C1979D analisando a ultra-estrutura de 
túbulos seminíferos de ratos VAD, demonstraram que partes do 
citoplasma das células de Sertoli são liberadas junto com as 
células germinativas imaturas, causando uma diminuição do 
tamanho das células de Sertoli e uma perda de espessura do 
epitélio seminifero. Em adição, aumentam as inclusões 
elétron-densas no citoplasma destas células, que parecem 
ser lisossomas em vários estágios de atividade. Os autores 
propõem que estes lisossomas estariam envolvidos na absorção 
de células germinativas mortas e na degradação de partes do 
citoplasma das próprias células de Sertoli.

Todos os tipos celulares presentes nos testículos.
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incluindo células de Leydig, células germinativas, células 
mióides peri tubulares e as células de Sertoli, são 
candidatos em potencial a sítios de ação do retinol. As 
células de Sertoli têm sido o maior alvo de estudo, por 
serem elas que provêm o suporte físico e bioquímico para a 
diferenciação das células germinativas.

RAJGURU et al.C19823 provaram que, nos testículos, o 
retinol pode ser encontrado nos macrófagos do tecido 
intersticial, nas gotas de gordura das células de Sertoli e 
associado ao complexo de Golgi de espermátides. A CRBP foi 
encontrada tanto no interstício como nos túbulos 
seminíferos. Vários trabalhos tem demonstrado que as células 
de Sertoli apresentam níveis relativamente altos de CRBP e 
muito baixos de CRABP, enquanto que a situação é invertida 
nas células germinativas em meiose CHUGGENVIK e GRISWOLD, 
1981; PORTER et al. , 1985; GRISWOLD et al. , 19893. As
células de Sertoli também apresentam maior quantidade do 
mRNA para a CRBP, cujos níveis apresentam variaçóes cíclicas 
durante o ciclo do epitélio seminífero CRAJAN et al. ,19903.

ESKILD et al.C19913 determinaram a distribuição dos 
mRNA para a CRBP, CRABP e RARa C receptor nuclear para o 
ácido retinóico3 em testículos de ratos. Concluíram que a 
expressão do mRNA da CRBP está restrita às células de 
Sertoli e às peritubulares. O mRNA da CRABP foi encontrado 
nas células germinativas e, em baixo nível, nas células de 
Leydig A expressão do mRNA para o RARa aparece tanto nas 
células somáticas como nas células germinativas pós- 
-meióticas.

As células de Sertoli em cultura captam retinol do 
complexo reti nol-RBP-11k do plasma e rapidamente o
convertem em retinil—ésteres. Esta captação é dependente de 
tempo e temperatura. A constante de transporte, para a 
captação especifica a partir de RBP, foi de 3.OpM, sugerindo 
que mudanças nos níveis normais de retinol circulante 
Caproximadamente 2. 0pM3 afetam diretamente a velocidade de
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acumulação celular de retinol Inibidores metabólicos Cazida 
sódica e 2-deoxiglicose} não atuam na acumulação de 
retinol, indicando que o retinol nas células de Sertoli não 
é captado por endocitose do complexo de transporte Estes 
dados mostram que a captação do retinol em células de 
Sertoli envolve o reconhecimento do complexo retinol-RBP 
pela superfície celular com subsequente internaiízação do 
retinol, mas não da RBP CSHINGLETON et al . 1989cO

Após 32h de tratamento das culturas de células de 
Sertoli com [3H] retinol-RBP-TTR, GRISWOLD et al Cl989} 
encontraram 83% da marca radioativa em retini1-ésteres, 
sendo cerca de 64% dos mesmos representados por

3retini1-palmi tato Quando [ Hlretinol livre foi adicionado 
a culturas de células de Sertoli, a marca radioativa não só 
apareceu em retini1-ésteres, como grande proporção foi 
encontrada em compostos polares não identificados CBISHOP e 
GRISWOLD, 1987}

A concentração de retini11-ésteres em culturas de 
células de Sertoli está na mesma ordem de grandeza da 
encontrada em culturas de hepatócitos, sendo
significativamente maior que em outras células 
testiculares. Com base nesta comparação e em estudos que 
demonstram a existência de uma atividade de acil-CoA. 
retinol aci1-transferase C ARATO em células de Sertoli, 
BISHOP e GRISWOLD Cl 987} e GRISWOLD et al C1989} sugerem 
que as células de Sertoli são capazes de estenficar retinol 
a partir de concentrações fisiológicas de retinol 
circulante

BISHOP e GRISWOLD Cl987} propuseram também a
existência de um modelo cinétíco para a captação e o 
metabolismo do retinol em células de Sertoli CFIGURA 1.16}
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FIGURA I 10 MODELO CINÉTICO PARA A CAPTAÇÃO E O
METABOLISMO DO RETINOL NAS CÉLULAS DE SERTOLI 

ROH, retinol; RP, retini1-palmi tato.
- Retirado de BISHOP e GRISWOLD Cl987}.

Neste modelo, a incorporação do retinol extracelular
CtROH] elevaria o "pool" celular CtROH] D que pode
servir tanto como precursor de retini1 —esteres como pode
liberar retinol para um "pool" mais estável CtROH] }.int
Estes "pools" intracelulares de retinol devem existir em um 
estado de quase equilíbrio, em que retini1-palmitato pode 
ser hidrolisado para repor perdas de retinol, causadas por 
oxidaçSes, transporte intercelular ou por outros processos 
metabólicos. As células de Sertoli dos ratos VAD Cque não 
têm retinol endógenoD metabolizam todo o retinol exógeno, 
primeiramente, a retini1-ésteres. Isto indica que nâo existe 
um equilíbrio dinâmico entre o retinol celular e os 
reti ni 1 -ésteres CBISHOP e GRISWOLD, 1987}.

SHINGLETON et al.C1989b} propuseram a existência de 
mais uma atividade enzimática capaz de esterificar retinol 
em culturas de células de Sertoli, além da ARAT. Estudando a 
captação e o metabolismo do retinol em culturas de células 
de Sertoli obtidas de ratos de 20 dias, demonstraram que as 
células sintetizam retinil-ésteres através de uma atividade 
de 1eciti na: retinol aci1-transferase CLRAT}. Mostraram, pela 
análise das propriedades das duas atividades enzimáticas, 
que a LRAT é fisiologicamente mais importante em células de
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Sertoli que a ARAT.
A análise dos níveis dos mRNA de algumas proteínas 

específicas das células de Sertoli em ratos VAD mostrou 
uma queda de 25% nos níveis do mRNA da transferrina Os 
níveis do mRNA da gl1 coproteína sulfatada 2 CSCM-23 
aumentam durante a fase inicial da deficiência, voltando ao 
normal, ou sendo ligeiramente mais baixos, quando a 
deficiência se torna severa CHUGLY e GRISWOLD, 19873). A 
administração de ácido retinóico pela dieta não restabelece 
os níveis destes mRNA, porém o retinol administrado da 
mesma maneira tem esta capacidade. O restabelecimento da 
espermatogênese em ratos VAD acontece de forma
sincronizada. Testículos que normalmente apresentam os 14 
estágios do ciclo do epitélio seminífero apresentam apenas 2 
ou 3 destes estágios e a liberação do espermatozóide vai 
ocorrer em todos os túbulos a cada 12.8 dias.

Quando o retinol ou o ácido retinóico são injetados 
diretamente nos túbulos seminíferos de ratos VAD, os niveis 
do mRNA da transferrina aumentam uma hora após a injeção de 
qualquer um dos retinóides. Entretanto, o ácido retinóico, 
mesmo injetado diretamente nos testículos, não restabelece a 
espermatogênese CGRISWOLD et al. ,19893. Estes mesmos autores 
mostraram evidências de que o ácido retinóico na dieta 
poderia provocar o aumento no número de espermatócitos 
pré-1eptotênicos HANEJI et al.Cl 9823 provaram que o ácido 
retinóico também parece estimular mi toses e diferenciação de 
espermatogônias em explantes de testículos de ratos 
criptoquídicos .

VAN PELT e ROOJI Cl9913 demonstraram que injeções de 
5mg de ácido retinóico são capazes de induzir a proliferação 
e a diferenciação de espermatogônias tipo A e que injeções 
repetidas garantem o desenvolvimento de células 
espermatogênicas até espermátides alongadas.

O recente descobrimento de receptores nucleares para o 
ácido retinóico nas células de Sertoli e em espermátides
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redondasdemonstra que o ácido retinóico deve atuar como 
regulador gênico nestas células CESKILD et al. ,1991 D. Com 
essa descoberta, os. autores postulam o conceito de 
exclusividade do retinol na manutenção da espermatogénese.

Nos testiculos, as células de Sertoli formam a 
barreira hemato-testicular, que bloqueia a transferência 
direta de constituintes do sangue para as células 
germinativas; com isso, as células do compartimento 
adluminal se tornam totalmente dependentes das células de 
Sertoli para o seu desenvolvimento CFAWCET, 19753.

Pelos fatos já descritos, verifica-se que, no 
metabolismo das células de Sertoli, o retinol é rapidamente 
captado e esterificado. O requerimento de retinol para a 
espermatogénese pode ser meramente um problema de transporte 
do retinol dentro das células de Sertoli, pois esta célula 
só possui, segundo ESKILD et al. Cl991D CRBP e não CRABP. 
Entretanto, outros autores, como KATO et al.C19823 e PORTER 
et al.C19853 detectaram a presença de pequenas quantidades 
de CRABP nas células de Sertoli. NAPOLI e RACE Cl9873 
demonstraram que as células de Sertoli têm capacidade de 
oxidar o retinol a ácido retinóico, apontando a 
possibilidade do retinol ser captado, oxidado e, assim atuar 
nos receptores nucleares de ácido retinóico.

GRISWOLD et al.C19893 propuseram um modelo de 
mecanismo de ação para o retinol nos túbulos seminiferos. 
Neste modelo CFIGURA 1.173 , que os próprios autores chamam 
de imcompleto e simplista, o retinol captado pelas células 
de Sertoli é primeiramente esterificado e depois transferido 
para as células germinativas ou liberado para outras funçóes 
na própria célula.

A impossibilidade de o ácido retinóico servir de 
substrato para a esterificação tem sido também apontada com 
a razão mais provável da sua ineficiência na manutenção
da espermatogénese CBISHOP e GRISWOLD .1987; GRISWOLD et 
al.,19893. Também não está bem estabelecido o mecanismo
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pelo qual o retinol é transportado das células de Sertoli 
para as germinativas. Sabe-se apenas que provavelmente, os 
retini1-ésteres estejam envolvidos neste processo CBISHOP e 
GRISWOLD. 1987D

Mudanças endócrinas importantes tém sido verificadas 
no estudo de ratos VAD. Os níveis de FSH aumentam com a
degeneração do epitélio germi nativo, permanecendo 
anormalmente altos mesmo depois da reposição da vitamina A e 
da retomada da espermatogênese com recuperação da função 
normal das células de Sertoli Esse fato sugere que o
mecanismo pelo qual a deficiência de retinol rompe a
regulação da secreção de FSH ó muito mais complexo do que um
simples "feedback" produzido pela inibi na CHUANG et al. , 
1983 e 19893. Os níveis de LH permanecem normais, mas os 
niveis de testosterona nos ratos VAD caem para menos de 50% 
do normal. Em ratos mantidos com ácido retinóico, a 
testosterona permanece em níveis normais. Com o aumento da 
deficiência em vitamina A as junções entre as células de 
Sertoli Ctight junctionsJ são rompidas concomitantemente com 
a regressão das células germinativas C GRISWOLD et al. ,19893.

CHAUDHARY et al.C19893, estudando a ação do retinol e 
do ácido retinóico sobre a esteroidogênese em células de 
Leydig, concluíram que ambos os retinóides estimulam a 
produção de testosterona. Este efeito direto sobre as 
células de Leydig demonstrou um possível papel regulador dos 
retinóides sobre a função desta célula.
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FIGURA I 17 MECANISMO PROPOSTO PARA A AÇAO DOS RETINÓIDES
NOS TÚBULOS SEMINíFEROS

O retinol CROHD, na forma de ROH—RBP—TTR, é liberado 
para receptores específicos na membrana basal das células de 
Sertoli. O ROH é captado, esterificado e estocado em gotas 
de gordura. O retinol livre ou o ácido retinóico CRAD não 
reagem com as proteínas ligadoras celulares. O retinol, 
liberado por hidrólise dos esteres armazenados CRE-poolD, 
pode ter diversos destinos1 ser metabolizado a RA e, através 
do receptor nuclear, ativar genes específicos nas células de 
Sertoli; ser transferido para espermatócitos e espermátides 
redondas onde é captado e metabolizado a ácido retinóico ou 
estocado como retinil esteres. O ácido retinóico pode também 
atuar a nível de receptores nucleares em células da série 
germinativa. Os esteres de retinol servem como fonte de 
retinóides para o espermatozóide durante a maturação.
CRABP - proteína celular carregadora de RA; CRBP - proteína 
celular carregadora de ROH.
-Retirado de GRISWOLD et al.C1989).
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1 . 3 4  Receptores nucleares para a vitamina A
A existência em oviduto de galinha de um receptor 

nuclear para o retinol, que também ligaria retinil acetato e 
retinil palmitato mas não ácido retinóico, foi descrita por 
DAS et al Cl978}. Neste trabalho, os autores sugeriram que 
o retinol poderia ser chamado de hormônio co-esteróide

A partir de estudos que demonstraram que a 
diferenciação induzida por ácido retinóico de células F9 do 
teratocarcinoma de camundongos era acompanhada por um 
aumento na transcrição de genes específicos e da descoberta 
da localização nuclear do ácido retinóico, GREEN e CHAMBON 
Cl986D sugeriram que, semelhantemente aos hormônios 
esteróides, o ácido retinóico poderia mediar a transcrição 
gênica via receptores nucleares especificos.

GIGUERE et al.C1987}, ao descreverem o receptor para o 
ácido retinóico, apontaram para o fato de que a existência 
de uma família de genes responsáveis pela síntese dos 
recaptores implicaria na necessidade de mais de uma proteína 
receptora relacionada. Essas proteínas ligadoras
Creceptores}, quando combinadas com seu ligante específico, 
têm a propriedade de se unir a seqüências regulatórias 
especificas do DNA e, em última análise, aumentar ou 
diminuir a sintese de proteínas especificas

Estudos fisiológicos têm mostrado que tanto o ácido 
retinóico como o retinol exercem potentes efeitos na 
diferenciação celular e que esses efeitos, frequentemente, 
não estão relacionados. Tais fatos podem indicar que um dos 
produtos gêmeos, citados por GIGUERE et al. Cl 987}, seja um 
receptor especifico para o retinol ou para outro membro da 
família dos retinóides.

ESKILD et al Cl991} não descartaram a possibilidade 
da existência nas células de Sertoli de um receptor nuclear 
específico para o retinol, responsável pelas açóes da 
vitamina no controle da espermatogênse.

Outra surpresa encontrada no estudo dos receptores
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para retinóides está na sua semelhança com os receptores de 
hormônios da tireóide. Essa semelhança surpreende pelas 
diferenças estruturais existentes entre os hormônios da 
tireóide Cderivados da tirosina} e dos retinóides Cderivados 
do ácido mevalônicoD. A observação de que moléculas 
quimicamente distintas possam interagir em receptores com 
estruturas análogas deve refletir um modo de ação semelhante 
CGIGUERE et al . .1987}.

Estas descobertas mostram que o mecanismo de ação do 
ácido retinóico C derivado da vitamina AD é bastante 
semelhante ao dos hormônios esteróides e ao da tiroxina, 
envolvendo a ativação de genes específicos. A partir delas, 
no entender de muitos pequisadores, os retinóides deveriam 
ser colocados na categoria dos hormônios que regulam o 
crescimento, a diferenciação celular e o desenvolvimento 
embrionário CGIGUERE et al,1987; PETKOVICH et al.,1987; 
DARMON, 1990 e WOLF, 1990}.

Ao contrário dos hormônios clássicos, os retinóides 
não são sintetizados em um órgão endócrino específico, mas 
são produzidos em diversos tecidos pela transformação 
metabólica da vitamina A Cretinol} e dos carotenóides 
presentes na dieta CDARMON, 1990}. WOLF C1990} sugere que o 
fígado que contêm grandes estoques de vitamina A, na forma 
de retini1-ésteres, poderia ser considerado como órgão 
endócrino.

PETKOVICH et al.C1987} propõem que a CRABP possa 
funcionar como uma lançadeira que liberaria o ácido 
retinóico para o seu receptor nuclear. Esta proposição está 
baseada na relação existente em alguns tipos celulares, 
entre os níveis de CRABP e a responsi vi dade ao ácido 
retinóico. A existência de uma família de genes
relacionados com os receptores de ácido retinóico pode 
representar uma situação análoga á dos hormônios da 
tireóide, na qual dois receptores celulares parecem ligar o 
mesmo hormônio. Outra possibilidade seria a existência de
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ligantes diferentes, um deles sendo por exemplo, o retinol. 
A existência de uma proteína ligadora de retinol CCRBP} e a 
sua importância para muitas células epiteliais, como as 
germinativas nos testículos que degeneram mesmo em presença 
de âcido retinóico, garantem, segundo os autores, a
validade desta hipótese.

HASHIMOTO C1991}, estudando os ácidos retinobenzóicos, 
derivados sintéticos do ácido retinóico, determinou que,
pelo menos dois destes compostos não precisam da ligação com
a CRBP para exercer suas funções como retinóides.

No genoma humano, foram descritos três genes para a RAR 
Cproteina receptora do ácido retinóico} o a, o ft e o y. A 
similaridade entre as três seqüências de aminoácidos está 
entre 94 a 97% para a região de ligação ao DNA e entre 84 e 
90% na região de ligação ao hormônio. A transcrição dos três 
tipos de RAR no embrião e no adulto é uniforme, na
cartilagem e na pele predomina a transcrição de y, (3 no 
sistema nervoso e ct predomina nas células hematopoi éti cas 
C DARMON, 1990}.

Algumas das açòes do ácido retinóico sobre o genoma, 
descritas por WOLF C1990}, estão representadas pela FIGURA 
I 18 A estimulação em sinergismo com o Ta, da transcrição 
do gen do hormônio do crescimento em culturas de células 
hi pofisánas, provavelmente ocorre pela atuação cooperativa 
da T3R Cproteína receptora do T3} e da RAR sobre o gen do 
hormônio de crescimento Outra proteína que também é afetada 
pelo ácido retinóico é a laminina. Os três tipos de RAR 
podem estimular a transcrição do mRNA da laminina.

Em resumo, duas proteínas que estão envolvidas 
diretamente com funções conhecidas da vitamina A, o hormônio 
do crescimento, que, junto com os hormônios da tireóide, 
regula o crescimento e a laminina, que é importante nos 
estágios iniciais do desenvolvimento embrionário, são 
reguladas pela ligação das RAR ás regiões promotoras dos 
respectivos genes CWOLF, 1990}.
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FIGURA I 18 DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DA AÇXO DO ÁCIDO
RETINÓICO SOBRE O GENOMA

RBP, proteína plasmática ligadora de retinol; Rol, retinol; 
RA, ácido retinóico; CRBP, proteína celular ligadora de Rol; 
CRABP, proteína plasmática ligadora de RA; RAR, receptor 
para RA, RARE, elemento responsivo ao ácido retinóico Cparte 
da regiSo promotora do gen que aumenta transcrição após a 
ligação de RA-RAR2) ; TRE, elemento responsivo ao Ta; Ta, 
tiroxi na; TaR, receptor para a tiroxina. A, outras proteínas 
responsíveis ao RA; Ai, resposta biológica alterada; B, 
proteínas responsíveis aos hormônios da tireóide; Bi, 
resposta metabólica alterada 
Retirado de WOLF C1990D.
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GLASS et al.C1989D, discutindo a interaçSo entre os 
receptores do ácido retinóico e os dos hormônios da 
tireóide, fazem o seguinte comentário- "A observação de que 
os hormônios da tireóide e o ácido retinóico podem interagir 
funcionalmente levanta a possibilidade de interação também 
com outros membros da superfamilia dos hormônios esteróides, 
resultando num novo padrão de regulação gênica."

MANGELSDORF et al C1990D descreveram uma proteína 
receptora para o ácido retinóico, chamada RXRa que não 
faria parte da subfamília das RAR anteriormente descritas A 
maior expressão da proteína RXRa foi encontrada em células 
de fígado de mamíferos. Os autores sugerem a existência de 
um sistema regulatório paralelo, pelo qual os retinóídes 
também poderiam exercer controle da transcrição gênica

ESKILD et al Cl991D encontraram altos níveis de RARa 
em células de Sertoli, em espermátides redondas e em uma 
linhagem tumoral de células de Leydig; as células 
peritubulares também apresentam, embora em níveis muito 
baixos, receptores tipo RARa

A existência de cofatores nucleares que mediariam as 
ações Cativando ou inibindo!) de substâncias que atuam 
através de receptores da superfamilia dos esteróides 
C hormônios esteróides, tiroideos e retinóidesD levanta a 
possibilidade da existência de um controle que determinaria 
a hierarquia da resposta celular a vários ligantes 
CHASHIMOTO, 1 991 D .
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I 3 S Retinol e Glicoproteínas
DE LUCA, em 1977, em uma extensa revisão sobre o papel 

da vitamina A nas reaçSes de glicosilação em membranas de 
mamíferos, concluiu que o envolvimento da vitamina A, na 
formoção de retini1-fosfato-manose e de retinil-fosfato- 
—galactose, estava bem estabelecido Sugeriu também que, 
pelo menos no figado, a transferência de manose a partir de 
retini1-fosfato-manose era feita diretamente para a proteina 
e não para intermediários lipidicos. como no caso do 
dolíci1-fosfato- manose

Muitos trabalhos tém sido feitos para estudar as 
características da biossintese do retini1-fosfato-manose DE 
LUCA et al.C1979D determinaram que o retini1-fosfato-manose 
representava de 20 a 40% dos manolipidios celulares SHIDOJI 
e DE LUCA C1981D mostraram que as enzimas em microssomas de 
figado de rato catalisam a transferência de manose de 
GDP-manose para retini1-fosfato com alta eficiência em 
ausência de detergentes. A demonstração de que, no retículo 
endoplasmático de células de fígado de rato, existiam dois 
sistemas de manosilação, um retini1-fosfato dependente e 
outro dolíci1-fosfato dependente foi feita por CREEK et 
al C1983D No mesmo trabalho, os autores também mostraram 
que o retini1—fosfato deve atuar a nivel de processamento 
nas mesmas gl1 coproteinas construídas pela rota do dolicol 
Argumentaram que o tratamento com tumcamicina inibe cerca 
de 60% da manos1 1 ação de aceptores endógenos tanto por 
retini1-fosfato-manose quanto por dolíci1-fosfato-manose.

A habilidade de fosfolipídios extraídos de microssomas 
e da esfingomielina restabelecerem a síntese de 
retini1-fosfato-manose por membranas previamente tratadas 
com fosfolipase C, descrita por SHIDOJI et al.C1983D, sugere 
que os fosfolipídios de membrana são necessários para esta 
atividade.

CREEK e MORRÊ C19SOD determinaram o efeito do retinol 
sobre a atividade de uma galactosi1-transferase associada à
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retinol. O FSH foi o único dos hormônios que provocou 
sozinho estimulação da secreção de transferrina. A insulina 
estimula a resposta das células de Sertoli ao FSH, à 
testoster ona, à combinação de FSH e testosterona e à 
combinação de FSH, testosterona e retinol de forma 
constante,em aproximadamente 200%. Em culturas tratadas 
com retinol, em presença de insulina, a estimulação em 
relação as células controle foi de mais de 300%. Os autores 
também mostraram que o ácido retinóico estimula a secreção 
de transferrina mais efetivamente que o retinol.

KARL e GRISWOLD C1980D demonstraram que a insulina e a 
vitamina A atuam independente e sinergisticamente para 
estimular a secreção de ABP em culturas de células de 
Sertoli.

Os resultados obtidos por SKINNER et al.C1989D indicam 
que agentes regulatórios que atuam via mecanismos de 
transdução de sinais mediados por AMP cíclico, devem 
provavelmente regular, de maneira similar, a produção de ABP 
e transferrina por células de Sertoli. No mesmo trabalho, os 
autores mostram que o retinol provoca o aumento dos níveis 
dos mRNA da transferrina e do ABP. Embora o retinol, a 
insulina e o FSH possam estimular a expressão dos genes da 
transferrina e do ABP, uma combinação destes agentes é 
necessária para a obtenção da estimulação máxima. A ação do 
retinol e da insulina sobre os níveis dos mRNA e sobre a 
síntese de transferrina e ABP indica que deve existir outro 
mecanismo de regulação independente de AMP cíclico. Logo, a 
estimulação máxima da expressão dos genes da transferrina e 
do ABP parecem requerer uma ação combinada de mais de um 
tipo de sinal de transdução.

HUGLY e GRISWOLD C1Q87D demonstraram que o aumento 
dos níveis do mRNA da transferrina em células de Sertoli 
provocado por retinol, seria devido a uma estimulação da 
transcrição do gen da transferrina, e não a uma inibição no 
seu "turnover".
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O tratamento com retinol de culturas de células de 
Sertoli provocou um efeito estimuiatór 1 o sobre a síntese e 
secreção de glicoproteínas manosi 1 adas CGALDIERI e MONACO, 
1983} O estudo apontou um aumento de 3 vezes na 
incorporaçSo de manose a glicoproteínas celulares, depois da 
adiçíío de retinol, sem que tenha havido uma variação 
qualitativa no seu perfil eletroforético. Já. ao analisar a 
atividade secretória das células de Sertoli, os autores 
verificaram que dois dos produtos de secreção estavam 
seletivamente aumentados. Os pesos moleculares destes 
peptídios correspondem aos do ABP e do ativador de 
pl asmi nogéni o

GALDIERI e NISTICO C1986D descreveram a modificação 
provocada pelo tratamento com retinol na composição dos 
glicopeptldios presentes em culturas de células de Sertoli. 
Confirmando resultados anteriores CGALDIERI e MONACO, 1983D, 
os autores mostraram que o retinol aumentou a incorporação 
de manose e glicosamina em glicoconjugados celulares. 
Cromatografias de afinidade, em concanavalina A e em 
aglutinina de germe de trigo, mostraram que células de 
Sertoli cultivadas em presença de retinol apresentavam maior 
percentagem de glicopeptídios do tipo "high mannose" Cal to 
conteúdo em manose!) que as células controle.

Os resultados de GALDIERI e MONACO Cl983} também 
indicaram que o retinol induz um aumento na incorporação de 
manose nos 1i pi di os solúvei s em metanol.
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I 4 OBJETIVOS

Em função do exposto, observa-se a importância do 
retinol e das glicoproteínas na função testicular normal 
Muito se tem descrito sobre a participação indispensável do 
retinol na espermatogênese em mamíferos, porém pouco se 
conhece sobre os mecanismos moleculares responsáveis por sua 
ação O envolvimento do retinol nas reações de glicosi1 ação 
de proteínas também é muito estudado a nível de sua atuação 
direta nas reações de transferência glicosídica, mas pouco 
se sabe ou apenas se sugerem possibilidades sobre seu 
desempenho na modulação da atividade das enzimas da rota de 
glicosi1 ação de proteínas.

Considerando a função central das células de Sertoli 
na fisiologia dos testiculos, o fato de serem o alvo mais 
provável da ação do retinol nesse órgão e os efeitos 
estimuiatórios do retinol sobre a biossíntese e secreção de 
glicoproteínas em células de Sertoli, Já descritos por 
vários autores, o presente estudo se propõe a elucidar em 
que passoCs} da biossíntese de N-glicoproteínas o retinol 
atuaria e qual ou quais seriam os possíveis mecanismos 
moleculares de sua ação.

Para atingir tais objetivos, serão seguidos os 
seguintes passos-
1- Caracterização das classes de glicoproteínas existentes 
em células de Sertoli.
2- Análise das diferentes etapas biossintéticas das 
N-glicoproteínas em culturas de células de Sertoli Cformação 
de dolicil-P-manose, de dolici1-PP-oligossacarídio e a 
transferência do oligossacarídio para a proteína},

3utilizando [2- Hímanose como precursor radioativo.
3- Investigação dos efeitos do retinol sobre a biossíntese 
de W-gli copr oteí nas em culturas de células de Sertoli,



estudando a formação dos intermediários lipídicos.
4- Investigação da possibilidade da atuação do retinol nos 
diferentes níveis da síntese das cadeias polipeptídicas 
passíveis de serem gl1 cosi 1adas.
5- Incubando com GDP-C14C1manose frações microssomais 
obtidas de células de Sertoli controle e pré-tratadas com 
retinol, estabelecer aCsD enzimaCs) da rota de 
N-glicosi 1ação cuja atividade seria modificada pelo 
tratamento com a vitamina A.
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I I .  MATERIAIS E MÉTODOS

11. 1. MATERIAIS

g1-3 D-[2- H] manose, atividade especifica: 16,3 Ci/mmol;
gCmetil- H] ti mi di na, atividade especifica: 2,0 Ci/mmol;

[5,6-9HD uridina, atividade específica: 5,0 Ci/mmol;
GDP-[14C] manose, atividade específica: 282 mCi/mmol
CAmershan Iniernational).

g2-3 p-[l- H] glicose, atividade especifica: 15 mCi/mmol;
[ U-i4C3 leucina, atividade especifica: 344 mCi/mmol
CNew England Nuclear).

3-3 Colagenase Tipo I; inibidor de tripsina CSoy Bean3 ; 
ali-trans-retinol; DNA Tipo I; Dowex 50W-X2 CH+3 400 
mesh; Dolicil fosfato; DMEM CDulbecco’s Modified 
Eagle’s medi um3 ; kanamicina CSigma).

4-3 Pronase C Cal bi ochem) .
5-3 Endo-/?-N-acetilglicosaminidase H CMiles Laboratories).
6-3 Tripsina 1/250 CDifco).
7-3 Soro Fetal Bovino Ctestado para micoplasma) CCultilab).
8-3 Placas de Sili ca Gel CMerck).
9-3 RNA- poli CA) C preparado e gentilmente doado pelo 

Centro de Biotecnologia- UFRGS3.
10-3 Dowex 50W-X8 CH 3 20-50 mesh; Dowex 1-X8 CFormiato) 

20-50 mesh CBaker Analysed Reagent).
Todos os demais reagentes e solventes foram de pureza 

"pró-análise" C PA3 .
Todo material Cvidraria, pipetas, filtros, etc)

utilizado nas culturas de células era lavado com Extran 
alcalino (Merck), enxaguado exaustivamente com água da 
torneira e por imersão em água destilada C 5 vézes em água 
destilada comum e 2 vêzes em água destilada em vidro).



A vidraria Ccopos, tubos d© ensaio, pipetas Pasteur, 
etc} e o material cirúrgico eram esterilizados por 
autoclavagem a 121 C e 1 atm por 40 minutos e, 
posteriormente, mantidos em estufa seca a 120°C ate o 
momento do uso Os filtros com membranas de 0,2 pm eram 
autoclavados por 15 minutos a 121°C e 1 atm

As soluções salinas, enzimas e meios de culturas eram 
esterilizados por filtração por membranas de 0,2pm A 
esterilidade de todas as soluções era testada, por semeadura 
em caldo de carne para cultura bacteriana pelo menos 24h 
antes do uso

Os meios de cultura, soluções salinas e soluções de 
enzimas eram preparados com água tridestilada em vidro, 
sendo que a última destilação era feita sempre no dia de 
uti11 zaçâo

Os pH dos meios, das soluções salinas e das soluções de 
enzimas eram acertados com NaOH 0,1N, preparado com água 
tr1 desti1ada.

II 1 1 Soluções Salinas e Meio de Cultura Utilizados 
II 1.1.1. Solução Salina Fosfato Tamponada CPBS-1D

Utilizada no preparo da colagenase, do inibidor de 
tripsina e para lavagens das células durante a cultura

6 2



II 1 1 2 Solução Salina Fosfato TamponadaCPBS-2D
Utilizada na lavagem das células após as incubações e

nas homogeneizações

II 1 1 3 Solução Salina Fosfato Tamponada sem Cálcio e 
Magnésio CCMF-PBSD

Utilizada para o preparo da solução de tripsina

O pH da solução de tr i p s m a  era acertado em 7,8 com 
NaOH O ,1N

II 1 1.4 Krebs Ringer Bi carbonato CKRBD
Utilizada na incubação de túbulos seminiferos SCE

A solução era gaseificada com carbogênio COz COz, 
95:5, v/v} até que fosse atingido pH 7,4.
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II. 1 1.5 Meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco 
CDMEMD

O pH do meio foi acertado em 7,4 com HC1 IN ou NaOH
IN.
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U.S. MÉTODOS

II. 2 1 Obtenção de testículos enriquecidos em células de 
Sertoli CSCE1

Fêmeas prenhas de ratos Wistar, entre o 18° e 20° dia 
de gestação, recebiam uma dose de 100 Rads de radiação de 
cobalto Esta irradiação provoca a degeneração dos gonócitos 
e não afeta as células de suporte CSertoliD e células de 
Leydig C MEANS et al. ,1976}.

Através deste procedimento, obtém-se ratos com túbulos 
semi feros proporcionalmente enriquecidos em células de 
Sertoli . pois são desprovidos das células da série 
germi na ti va.

II. 2. 2 Isolamento de túbulos semi ni f er os SCE
Para o isolamento de túbulos seminlferos, testículos 

de ratos Wistar SCE, dissecados da túnica albugínea eram 
submetidos à digestão com tripsina como descrito na FIGURA
II. 1.

II.2 3 Obtenção de células de Sertoli
As células de Sertoli foram obtidas de ratos Wistar 

Ccepa do IB-UFRGSD, de acordo com DORRINGTTON et al.C1975}, 
CFIGURA II. 1J. Os animais foram mortos por asfixia com éter, 
lavados com sabão germicida e banhados em álcool iodado. Os 
testículos foram retirados em condições estéreis Ccapela de 
fluxo laminar}, dissecados da túnica albugínea e 
fragmentados com bisturi.

Co tratamentos enzimáticos com tripsina e colagenase 
eram acompanhados de agitação, e as trocas de soluções entre 
um procedimento e outro, de sucessivas aspirações com pipeta 
Pasteur para ajudar a liberação das células.

A-o término deste processo, as células eram suspendidas 
em volume conhecido de meio de cultura. Uma alíquota era 
retirada para contagem em hemocitômetro com azul de tripan



para determinar a percentagem de viabilidade.

FIGURA II. 1 PROCESSO DE OBTENÇÃO DE TOBULOS SEMINíFEROS
E DE CÉLULAS DE SERTOLI :
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Sendo as culturas de células de Sertoli primárias, os 
experimentos eram realizados com culturas de células obtidas 
de 1 ou mais ninhadas de ratos Wistar de 19 dias. Esta 
caracteristica pode explicar a variabilidade encontrada nos 
resultados obtidos nos controles. Essa variabilidade, no 
entanto, nSo interfere na reprodutibi1idade das diferenças 
experimentais detectadas.

II. 2. 4 Cultura primária de células de Sertoli
As células foram sempre semeadas em substrato plástico,

S 2aproximadamente na densidade de 2.4 x 10 células/cm , e 
cultivadas por 24h em meio DMEM com 1% de SBF. Após, as 
culturas eram lavadas com PBS-1 e cultivadas por mais 24h em 
meio DMEM sem SBF. As culturas eram mantidas a 34°C em 
atmosfera normal C5% COz, 95% de arD.

Os tratamentos com retinol eram iniciados somente após 
essas 48h de cultura.

II 2 5. Determinaç3o da pureza das culturas de células de 
Sertoli

Em culturas enriquecidas de células de Sertoli, os 
possíveis tipos celulares contami nantes são as células 
ger mi nativas e as per 1 tubular es. O isolamento das células 
por tratamento com tripsina e colagenase produz agregados 
celulares que contém aproximadamente 70*/» de células de 
Sertoli CTUNG et al. , 1984D. Após a incubação em plástico por 
2 ou mais dias esta percentagem aumenta para mais 90%, 
porque a maioria das células ger mi nativas contami nantes são 
retiradas pelas lavagens e trocas de meio das culturas. A 
presença de 1% de SFB apenas nas primeiras 24h de cultura, 
reduz a possibilidade de proliferação das células 
pentubulares contaminantes CTUNG et al., 1984D.
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II. 2 5 1. Deter mi nação da atividade de fosfatase alcalina 
nas culturas - DetecçSo de células peritubulares

A percentagem de células peritubulares presentes nas 
culturas foi determinada pela coloração histoquímica da 
atividade de fosfatase alcalina, considerada um marcador de 
células per i tubul ares em culturas CCHAPIN et al. , 1987D

As culturas foram fixadas com paraformaldeído 4%, lh a 
4°C, lavadas com tampão ft- glicerofosfato de sódio 0,1M, pH
7,4 e coradas pela técnica de Gomori para a fosfatase 
alcalina CCHAPIN et al , 1987D

Para determinação da percentagem de contaminação por 
células per i tubul ar es, eram escolhidas aleatoriamente 5 
campos para contagem das células em cada cultura examinada, 
sendo contadas em média 100 células por cultura e 
determinada a percentagem de células com atividade de 
fosfatase alcalina Cperitubulares). O indice de
contaminação encontrado ficou sempre entre 3 e 4>í

Coloração Histoquímica para a Fosfatase Alcalina de Gomori
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FIGURA 11 . 2 DETERMINAÇAO DA ATI VIDADE DE FOSFATASE
ALCALINA PELO MÉTODO DE GOMORI EM CULTURAS
DE CÉLULAS DE SERTOLI :

- Fixação e coloração realizadas 5 dias após a semeadura.
- A; culturas coradas para fosfatase alcalina Cxl60D
- B; culturas coradas para fosfatase alcalina e Sudan Negro

C xl 60}
- As setas mostram as células peritubulares positivas para 
fosfatase alcalina; as cabeças de seta mostram as células de 
Sertoli negativas para fosfatase alcalina.
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II 2 5 2 Choque Hlposmótico - eliminação das células
germlnativas

A remoção das células germlnativas que poderiam ainda 
estar associadas às células de Sertoli era feita por uma 
modificação proposta por OONK e GROOTEGOED C1987D do método 
descrito por GALDIERI et al.Cl981 D. Esta técnica baseia-se 
na maior 1 abi 1idade ao contato com meios hiposmóticos das 
células germinati vas em relação às células de Sertoli.

No segundo dia de cultura, as células eram postas em 
contato por 1 mi n com meio de cultura diluído 1.9 C v/vD com 
água tndestilada Após, o meio era retirado e as culturas 
lavadas 2 vezes com meio não diluído As culturas eram 
deixadas em meio sem SFB pelo menos 24h para recuperação, 
antes do início de qualquer tratamento.

Vários experimentos preliminares foram realizados, 
testando efeitos conhecidos do FSH e da insulina em células 
de Sertoli, comparando culturas tratadas por choque 
hiposmóticos com outras não tratadas Ambos os tipos de 
cultura responderam aos hormônios como esperado, não 
existindo diferenças significativas nos resultados Por 
estes resultados iniciais e tentando diminuir ao máximo o 
manuseio das culturas, que aumentava o índice de 
contaminação bacteriana, resolveu-se dispensar o choque 
hlposmótico nos experimentos que compõem esta tese.

II 2 6  Tratamento das culturas de células de Sertoli com 
retinol

O tratamento das culturas com retinol era iniciado 
sempre após 48h de cultura, como foi indicado em II.2.4. O 
retinol era adicionado ao meio de cultura dissolvido em 
etanol, estando as doses e os tempos de tratamento 
descritos em cada experimento A concentração final do 
solvente no meio de cultura era sempre menor que 0.1%. As 
culturas controle recebiam a mesma quantidade do solvente.

Todo o manuseio feito com o retinol, desde a pesagem.

7 0



o preparo de soluções , sua adição aos meios de cultura era 
feito sem incidência direta de luz

II 2 7 ObtençSo de mlcrossomas de células de Sertoli
Os microssomas de células de Sertoli-controle ou 

tratadas com retinol C 48h com 1OpM de retinolD, eram obtidos 
pela técnica descrita por SARKAR e MOORKEJEA Cl984}, CFIGURA 
II 3} .

FIGURA II 3. OBTENÇÃO DE MICROSSOMAS DE CÉLULAS DE SERTOLI
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A maior dificuldade desta técnica residia no baixo 
rendimento: Img de proteina microssomal era obtida de 4

2 tígarrafas de cultura de 75 cm , semeadas com 30x10 células
cada. Para a obtenção desta quantidade de células Cl20x1 O*5
células}, eram necessários pelo menos 12 ratos de 19 dias.
Em um experimento com células-controles e tratadas com

2retinol C3 garrafas de 75cm controles e 3 tratadas}, a 
quantidade de proteína microssomal obtida era ao redor de 
O. 7mg para cada grupo e eram necessários, no mínimo, 15
ratos de 19 dias

II 2 8  IncubaçHes com precursores radioativos 
II 2 8 1 IncubaçBes com Í2- Hlmanose

As células pré-incubadas ou não com retinol eram 
incubadas por tempos indicados em cada experimento com

3lOpCi/ml de [2- HDmanose.
Depois da incubação, o meio de cultura era retirado e 

as proteinas secretadas precipitadas por adição de TCA/PTA 
Cconcentração final 10% de TCA e 1% de PTAD , como descrito 
por BERNARD e WASSERMANN Cl 982}. Os precipitados eram 
coletados em filtros de fibra de vidro Whatman GF/A. Os 
filtros eram lavados 3 vezes com 20ml de TCA 5%, 3 vezes com 
20ml de HzO destilada e 3 vezes com 20ml de uma mistura de 
etanol/éter etílico Cl:l, v/v} Secavam-se os filtros em 
estufa a 100°C e contava-se a radioatividade.

Para medir a incorporação em glícoproteinas celulares 
e nos glicolipidios intermediários, as células eram lavadas 
3 vezes com PBS-2 gelado, raspadas e sonicadas C2 x 30seg, 
40mA} em PBS-2 Uma aliquota era retirada para a dosagem de 
proteinas Os glícol1 pi dl os eram extraidos utilizando-se a 
partição de Folch CFOLCH et al.,1957} CFIGURA II.4} A
radioatividade incorporada nas gl icoprotei nas celulares era 
medida no pel1 et protéico dei1 pi dado dissolvido em ácido 
fórmico CGUMA et al . 1990}
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FIGURA 11 . 4 PROCESSO DE EXTRAÇÃO DE INTERMEDIÁRIOS 
LI Pí DI COS ENVOLVIDOS NA BIOSS1NTESE DE
N-GLICOPROTEÍ NAS
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Na curva de tempo de incorporação de [2-3H]manose 
C FIGURA III 1 do capítulo III} a incorporação de
radioatividade a proteínas celulares foi medida com descrito 
em II 2 . 8 2

II. 2. 8 2 IncubaçGes com l U-14C1 leucina
Células pré-incubadas ou não com retinolClOpM por 48h}

14eram incubadas por 3h com 0, 4pCi/ml de [ U- C] leucina. Após 
a incubação, a incorporação em proteínas secretadas era
medida com descrita em II. 2 8 1. Para a medida da
incorporação em proteínas celulares as culturas eram lavadas 
3 vezes com PBS-2 gelado, raspadas e sonicadas como já 
indicado Uma alíquota do homogeneizado era retirada para 
dosagem de proteínas. As proteínas celulares eram
precipitadas com TCA Cconcentração final IO%} . Os
precipitados eram lavados 2 vezes com TCA 10% e
hldrolisados por ISmin a 100°C em TCA 10%, coletados em 
filtros de fibra de vidro Whatman GF/A e processados como 
descrito em II 2 8 1

3II 2.8 3. Incubação das culturas com ímetil- Hltimidina
Células de Sertoli pré-incubadas ou não com retinol

Ctempos e doses decritos em cada experimento} eram incubadas
3com 5 pCi/ml de [metil- HDtimidina. Depois da incubação, as 

células eram lavadas 3 vezes com PBS-2 gelado, raspadas e 
sonicadas em PBS-2 O DNA era precipitado pela adição de PCA 
Cconcentração final 0,2M}e hidrolisado em PCA O,SM C15min a 
100°C2>. Uma alíquota era retirada para dosagem colorimétrica 
do DNA e o restante usado para determinação da
radioatividade por cintilação liquida.

O sobrenadante da precipitação com PCA 0,2M do 
homogeneizado celular era liofilizado, dissolvido em água e 
a radioatividade presente medida para determinação da 
radioatividade dentro da célula e não incorporada ao DNA 
CAZHAR et al .1978}
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II 2. 8 4 Incubação das Culturas com 15,6-3HI uridina
Cél ulas-controle ou tratadas com lOpM de retinol por 

48h eram incubadas por 3h com 5pCi/ml de CS,6- H] uridina. 
Depois da incubação, o meio era retirado e as culturas 
lavadas 3 vezes com PBS-2, raspadas e sonicadas O RNA era 
precipitado do homogeneizado, extrai do e hidrolisado como
descrito no item II. 2 14. Uma alíquota era retirada para
leitura a 260nm e outra para medida da radioatividade por 
cintilaçâo liquida

II 2 8 5 Incubações de microssomas de células de Sertoli 
com GDP— [14CJmanose

Microssomas obtidos de células-controle ou tratadas 
com retinol CIO^M por 48hD eram incubados no sistema 
descrito por IUSEN et al C1984D, modificado para microssomas 
de células de Sertoli.

Sistema de incubação para determinação da atividade de
i

dolíci1-fosfato-manose sintase:

X = Mg ou Mn ou os dois em quantidades equimolares.
As incubações eram realizadas sempre a 34°C por lOmin. 

A reação era finalizada pela adição de 500/il de C: M C3:2, 
v/vD, seguindo-se os procedimentos descritos na FIGURA II 4.

Quando as incubações eram feitas em presença de 
dol1 ci1-fosfato exógeno, a solução de dolíci1-fosfato era
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evaporada junto com 10/líI de Mg-EDTA C preparado por 
neutralização do ácido etileno-diamino-tetracético com MgCO , 
já no tubo de reação sob vácuo a temperatura ambiente 
CBEHRENS eLELOIR, 1970D Os controles receberam somente 
Mg-EDTA. O dolici1-f osfato seco era dissolvido com a adiçSo 
da mistura de incubação sem o material enzimático O 
material enzimático era adicionado depois da solubi1ização, 
e a reação era sempre iniciada com a adição do nucleotídio- 
-açúcar radioativo.

3II £ 8 6 IncubaçSo de túbulos seminíferos SCE com íl - H1
gi icose

Túbulos seminíferos obtidos de 4 testiculos de ratos 
de 16 dias foram incubados em 1 . Sml de KRB com 5/uCi de 
[ 1-3H] glicose por lh a 37°C. Após a incubação, os túbulos 
foram submetidos á partição de Folch como descrito na FIGURA 
II 4 O "pellet” protéico delipidado resultante foi usado 
nas hidrólises alcalinas e na hidrólise ácida total.

II £ 9 Coleta e rompi mento das células 
II £ 9 1 Por tripsinizaçSo

Nos experimentos preliminares, as células eram 
coletadas por tratamento das culturas com tnpsina O. £5% / 
EDTA O 5mM em CMF-PBS como descrito por HAM e MCKEEHAN 
C1979D Após a liberação das células C± 5minD, a reação era 
inibida por adição de meio de cultura com 10% de SBF. As 
células eram lavadas 3 vezes com PBS-£, suspendidas e 
sonicadas C£ x 30seg, 40mAD em PBS-£.

II £ 9 £ Por raspagem das células
Com o objetivo de evitar possiveis perdas de porções 

glicidicas de proteínas de membrana, causadas pela 
tripsinizaçâo, passou-se a coletar as células por raspagens 
das culturas do substrato plástico com um bastão com ponta 
de borracha Crubber polícemanD Neste procedimento, as
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culturas eram lavadas 3 vezes com PBS-2 gelado, raspadas e 
sonicadas C2 x 30seg, 40m/O também em PBS-2.

II 2 10 Análises do "pellet" protéico delipidado
II 2 10 1. Hidrólises alcalinas redutoras
II 2 10 1 1 Suave — O "pellet" protéico delipidado foi 
submetido à hidrólise em presença de hidróxido de sódio O.IN
e boroi dr eto de sódio 0 ,1M , a temperatura ambiente, durante
24h CGOLD e HAHN, 1978}

O material hidrolisado era resfriado e neutralizado 
com ácido acético glacial. Acrescentava-se TCA até se obter 
concentração final entre 5 e 10% Após centrifugação, o 
precipitado era dissolvido em ácido fórmico e a 
radioatividade incorporada contada . O sobrenadante era 
lavado três vezes com éter sulfúrico saturado com água. Após 
evaporação, a radioatividade era contada.

II 2 10 1 2. Forte - O "pellet" protéico delipidado foi 
submetido à hidrólise em presença de hidróxido de sódio 2N e 
boroidreto de sódio 1M em ampola fechada com atmosfera 
inerte, a 100°C durante 6h CGOLD e HAHN, 1976}.

O material hidrolisado era resfriado e neutralizado 
com ácido acético glacial. Acrescentava-se TCA até se obter 
concentração final entre 5 e 10%. Após cenirifugação, o 
precipitado era dissolvido em ácido fórmico e a 
radioatividade contada por cintilação líquida O
sobrenadante era lavado trés vezes com éter sulfúrico 
saturado com água. Após evaporação, a radioatividade era 
contada
II.2 10 2. Hidrólise ácida total

O "pellet" protéico delipidado foi submetido a 
hidrólise em presença de ácido trif1uor-acético 2N em ampola 
fechada com atmosfera inerte, a 120°C durante lh CGOLD e 
HAHN, 1976}.

O material hidrolisado passava-se em Dowex 50-X8 CH }
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20—50 mesh e Dowex 1 X0 C H—COO D 20—50 mesh As colunas eram 
acopladas de forma que o eluato da Dowex 50-X8CH+2> passava 
na Dowex 1-X8 CformiatoD, ambas as colunas eram lavadas com 
5 volumes de água destilada O material nâo ligado nas 
colunas era constituído de compostos neutros.

Os compostos que permaneceram ligados na coluna 
contendo Dowex 50-X8 eram eluídos com 4 volumes de ácido 
clorídrico 2N, sendo constituídos de compostos carregados 
positivamente CSPIRO, 1966D

Os compostos neutros eram analisados em cromatografia 
descendente em papel, no sistema de solvente ACII 2 11 1 D 

Os compostos carregados eram analisados em 
cromatografia descendente em papel no sistema B CII.2.11 1D.

A resina Dowex 1-X8 Cformiato) foi preparada a partir da 
resina forma Cl por passagem de formiato de sódio até 
reação negativa para cloretos Ccom AgNOaD , a seguir, a 
resina foi lavada exaustivamente com água destilada

II 2 IO 3 Determinação de ácidos siálicos
A determinação da presença de ácido

N-aceti1-neuramínico foi feita no "pellet" protéico 
dei1 pi dado obtido de 2 culturas de células de Sertoli com 5 
x 10*5 células cada.

O "pellet" foi hidrolisado com H2SO4 0,1N por lh a 80°C 
segundo SPIRO C1966D. Estas condiçSes não causam destruição 
significante dos ácidos siálicos depois de sua liberação

Depois da hidrólise, os ácidos siálicos foram separados 
das gl1 coproteinas restantes por adsorção, em uma coluna de 
Dowex 1-X8, 20-50 mesh Cformiato). O hidrolisado diluído com 
água destilada até que a concentração de H2SO4 fosse 0.02N 
ou menos foi aplicado à coluna e a seguir a coluna foi 
lavada com 10 volumes de ácido fórmico 0,3N. O eluato foi 
liofilizado. O material liofilizado foi ressuspendido em 
água destilada e uma alíquota usada para determinação 
coloriraétrica pelo método do ácido tiobarbitúr1 co CWARREN,
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19595

Os ácidos siálicos foram analisados por cromaiografia 
em camada delgada CHPTLC5 no solvente G CPURO, 1969; TAO e 
SWEELEY, 19705

II 2 10 4. Tratamento com pronase
O "pellet** protéico dei ípi dado foi submetido à 

digestão proteolica com pronase, segundo HERCOVICS et 
al Cl9805.

Pré-incubaçSo da enzima-

A digestão enzimática foi feita em "pellets" protéicos 
deli pi dados C± 1 mg de proteina5 obtidos de culturas 
controle e tratadas com retinol ClOpM por 48h5 e incubadas

3com 30uCi/ml de [2- H] manose por 3h. Os “pellets" protéicos 
foram tratados por 72h a 37°C com pronase pr é-i ncubada, 
inicialmente, com uma solução a O. 3% Cno mesmo tampão de 
pré-incubaç3o5 Após 24h, eram adicionados mais lOOpl de
pronase pré-mcubada e após 48h, mais 50pl. A digestão foi 
realizada sob tolueno

A reação foi interrompida por aquecimento a 100°C por 
5mi n da mistura de incubação Uma aliquota foi retirada 
para medida da radioatividade total presente nos "pellets".

O material tratado com pronase era acidificado Caté 
pH3 05 e passado em colunas de Dowex 50-X2CH+5 400 mesh e
Dowex 1-X8 CH-COO 5 20-50 mesh, segundo GODELAINE et
al Cl 9815

As colunas eram acopladas como descrito em II. 2.10 2. 
A coluna de Dowex 50-X2 foi eluída com 4 volumes de N1UOH 
1,5N e a de Dowex 1-X8 com ácido fórmico 3N.
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O material eluido das colunas foi liofilizado e 
submetido a digestão enzimática com endoglicosidase-H

II 2 10 5 Tratamento com endo—(3—N-acetil— glicosaminidase H
O tratamento com endoglicosidase H dos glícopeptídios 

produzidos pelo tratamento com pronase foi feito segundo 
CHALIFOUR e SPIRO Cl984}

Sistema de incubação da endo-/?-N-aceti 1 -glicosaminidase H

A reação foi inativada por aquecimento a 100°C por 
3min Uma alíquota foi retirada para medida da 
radioatividade e os ol1 gossacarídlos produzidos pela açâo da 
endogl1 cosidase H separados pelo mesmo sistema de colunas de
Dowex, usado no item II.2.10.4 , e analisados em
cromatografia em camada delgada no sistema de solventes F 
CII 2 11.2 } .

II 2 11 Cromatografias
II. 2 11 1 Cromatografias descendentes em papel

Foram feitas em papel Whatman 1 nos seguintes eluentes: 
Solvente A: n-butanol: pindina: água C6: 4-3,

v/v}, C BEHRENS e LELOIR, 1970}.
Solvente B: sistema descrito por FISCHER e NEBEL

Cl955} solvente de eluiçâo Ccolocado na canaleta superior da
cuba piridina: acetato de etila- ácido acético- água
C5 5 3 1 ,  v/v}; sistema de saturação colocado na parte
inferior da cuba pindina: acetato de etila: água
Cll•40 6}.
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II 2 11 2. Cromatograflas em camada delgada
Foram realizadas em placas de alumínio com si li ca gel 

CMerck} com O 20mm de espessura.
Solventes C: clorofórmio metanol. água C65 25 4,

v/v}. C BEHRENS e LELOIR. 1970}
Solventes D: clorofórmio- metanol- água C45 35 6,

v/v}, CCREEK et al.,1983}
Solvente E: n-propanol: água C70 30, v/v},

C QUESADA-ALLUE, 1980}
Solvente F: n-propanol: ácido acético: água C3-3 2,

v/v} , 42h de corrida Na parte superior da placa era
costurado uma tira de papel Whatman 3 Usou-se como padrBes 
um hidrolisado de amilose, manose, maltose e rafinose 
CCHALIFOUR e SPIRO, 1984}.

Solvente GsCpara HPTLC}, n-propanol água:NH*OH 
C 6 2 7. v/v}, C PURO, 1969; TAO e SWEELEY, 1970}

II 2 1 2  DeterminaçSo de Proteínas
A concentração de proteínas nos homogeneizados 

celulares era medida de acordo com LOWRY et al.C1951},
usando soro albumina como padrão.

II 2 13 Determinação de DNA
O DNA era precipitado dos homogeneizados celulares por 

adição de PCA Cconcentração final 0,2M}. Hidrolisado em PCA 
0,5M e dosado pelo método de BURTON Cl956}, usando DNA tipo
I como padrão

II 2 14 Determinação do RNA Total
O RNA era extraído dos homogeneizados celulares após 

precipitação com PCA Cconcentração final 0,35M}. Hidrolisado 
em KOH 0,35M Csegundo LAMB et al.,1982}. A concentração era 
determinada por leitura de uma alíquota a 260nm, usando-se 
como padrão um RNA poli A.
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II 2 15 Determinação da Radioatividade
As determinações quantitativas da radioatividade eram 

medidas em um espectrômetro de cintilação líquida LKB, 
modelo 1209 - RackBeta

Nos extratos em c1or ofór mi o/metanol secos sob 
nitrogênio e nas proteínas precipitadas dos meios de cultura 
e de homogeneizados celulares, coletadas em filtros de fibra 
de vidro CGF/A Whatmanl , a radioatividade era medida em um 
líquido de cintilação à base de tolueno

Nos "pellets" protéicos solubi1izados em ácido fórmico 
e nas outras amostras aquosas, a radioatividade era medida 
em Aquasol 2 C New England Nuclear} ou em um líquido de 
cintilação a base de Triton X-100 / tolueno

As cromatografias em papel eram cortadas em segmentos 
de lcm de comprimento e contadas em líquido de cintilação à 
base de tolueno

As cromatografias em camada delgada eram raspadas de 
cm/cm e contadas em líquido de cintilação a base de tolueno

Composição dos Líquidos de Cintilação

II 2 16 Revelação dos glicldios:
Os padrões de glicídios nas cromatografias em papel 

foram revelados com reagente de nitrato de prata 
CTREVELYAN, 1950} Nas cromatografias em camada delgada, os



padrões de glicídios foram revelados por aquecimento a 2S0°C 
por 1 Omi n C ALPERIN et al , 1983}

II 3 Análise Estatística
A análise estastística dos resultados obtidos foi 

feita por análise de variância As médias foram comparadas 
pelo teste de Newman—Keuls CSNEDECOR e COCHRAN, 1978}.

Quando apropriado foi utilizado o teste t de Student 
CSNEDECOR e COCHRAN, 1978}.
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I I I  RESULTADOS

Nesta tese foram utilizadas incubações "in vitro" de 
túbulos seminíferos SCE, de culturas células de Sertoli e de 
microssomas isolados dessas culturas. Os diferentes tipos 
de material biológico foram obtidos como descrito no 
capí tulo II.

III 1 ANALISE DA INCORPORAÇÃO DE [2-3HI MANOSE EM
GLICOPROTEÍNAS E GLICOLIPlDIOS DE CULTURAS DE CÉLULAS DE 
SERTOLI

II.1.1 Curvas de tempo de incorporação de [2- H1manose
Células de Sertoli de ratos de 19 dias, cultivadas e 

submetidas a choque hiposmótico como descrito no capitulo
3II, foram incubadas com 7/jCi/ml de [2- HImanose por 90, 180 

e 360 minutos A FIGURA III 1 mostra a curva de tempo de 
incorporação de manose a glicoproteínas celulares e 
secretadas Verificou-se que a incorporação de manose 
radioativa a glicoproteínas celulares foi crescente até 360 
minutos, atingindo um "plateau" em 180 minutos em proteínas 
secretadas.

Em outro experimento, analisou-se a cinética da
3incorporação de 12- HImanose aos glicolipídios

intermediários na biossintese de N-glícoproteínas CFIGURAS 
III 2, A e  BD e ao "pellet" protéico dei í pi dado C FIGURA
III. 2, CD. Para tal, células de Sertoli cultivadas por 5 
dias foram incubadas com manose radioativa durante os mesmos 
tempos usados no experimento anterior. Os glícolipídios 
foram extraídos como descrito no capitulo anterior 
Verificou-se que a incorporação nos compostos lipofilicos 
solúveis na fase inferior da partição de Folch aumenta até 
360 minutos. Nos compostos solúveis em clorofórmio/metanol/ 
água C1-1:0.3D e no "pellet" protéico delipidado, existe uma



fase inicial de incorporação mais lenta, aumentando a 
seguir Isto sugere uma cinética de precursor produto

A semelhança encontrada entre a cinética de 
incorporação de manose em proteínas celulares mostrada na 
FIGURA III. 1 Cculturas que sofreram choque hiposmóticoD com 
a mostrada na FIGURA III 2.CCD, "pellet" protéico dei1 pi dado 
de culturas que não sofreram choque, demonstra que não 
existem diferenças significativas no comportamento dos dois 
tipos de cultura, como foi descrito no capitulo II

FIGURA III 1 CURVA DE TEMPO DE INCORPORAÇÃO DE
í2-3H]MANOSE EM GLICOPROTEINAS CELULARES E
SECRETADAS EM CULTURAS DE CÉLULAS DE SERTOLI

- Cada ponto da curva representa a média ± EPM de 4
culturasde células da mesma preparação celular. As proteínas
secretadas foram obtidas por precipitação com TCA/PTA
C concentr ação final 10% em TCA, 0,5% em PTAD das proteínas 
existentes no meio de cultura após o término das incubações. 
As proteinas celulares foram obtidas por precipitação com 
TCA Cconcentração final 10%D, do homogeneizado das células 
coletadas por tnpsimzação após o término das incubações.
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FIGURA III 2 CURVA DE INCORPORAÇXO DE [2- H1MANOSE EM
GLICOLIP1DIOS E NO "PELLET" PROTÊICO
DELI PIDADO EM CULTURAS DE CÉLULAS DE SERTOLI

2A - Compostos solúveis na fase inferior de Folch; 2B
-Compostos solúveis em C M H2O Cl: 1:0.31); 2C - Pellet
protéico dei 1 pi dado
- Cada ponto das curvas representa a média ± EPM de 3 
culturas de uma mesma preparação celular
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III 1 2 Análise por cromatografia em camada delgada Csílica 
gel) dos gl1 col1 pídlos solúveis na fase inferior da partição 
de Folch e em clorofórmio/metanol/água Cl:1:0,3)

Levando em conta os resultados apresentados nas 
FIGURAS III 1 e III 2, foram incubadas culturas de células

4 3de Sertoli por 3h com 7/jCi/ml de [2- HDmanose Este tempo 
intermediário de incubação foi escolhido por já apresentar 
uma boa marcação com o açúcar radioativo e por permitir que 
o processamento dos experimentos fosse completado no mesmo 
dia da incubação das culturas.

O material solúvel na fase inferior de Folch foi 
aplicado em cromatografia em camada delgada, no solvente C 
Observa—se na FIGURA III 3 que 30% da radioatividade 
aplicada corre em um pico com mobilidade semelhante a do 
padrão de dolicil-fosf ato-manose A maior parte da
radioatividade corre com a frente do solvente e corresponde 
aos lipidios neutros também solúveis na fase inferior de 
Folch, corno descrito por DEL PINO et al C1989)

Na FIGURA III 4, está representada uma cromatografia 
em camada delgada Csílica gel) dos compostos solúveis em 
clorofórmio/metanol/água Cl*1*0 3). Aproximadamente 90% da 
radioatividade aparece em um único pico com a mesma 
mobilidade do dol1 ci1-pirofosfori1-ol1 gossacarídio.

III 2 Caracterização quanto à união à cadeia polipeptídica

Pela dificuldade de juntar material protéico 
suficiente para os estudos descritos nos itens III.2 e III.3 
a partir de culturas de células de Sertoli, foram utilizados 
túbulos seminiferos SCE que são enriquecidos em células de 
Sertolí

A determinação do percentual de N- e O—glicoproteínas 
foi obtida uti1ízando—se a característica de labilidade das 
O—glícoproteínas a condições alcalinas suaves.
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FIGURA III 3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DA FRAÇXO
SOLÜVEL NA FASE INFERIOR DA PARTIÇXO DE FOLCH

A - dol1 ci1-fosfato-manose CPadrãcD 
Sistema de solventes C

FIGURA III 4 CROMAT OGRAFIA EM CAMADA DELGADA DA FRAÇXO
SOLÜVEL EM CLOROFÔRMIO/METANOL/ÁGUA Cl:1:0,35

A - dolici 1 -pirofosfon 1 -oligossacáridío CPadrãoD 
Sistema de solventes E
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[ 1 - H] glicose} de tubulos semi nl feros SCE foi submetido à. 
hidrólise alcalina suave redutora C0.1N NaOH e O, 1M
NaBH4-24h a temperatura ambiente}, obtendo-se 46% de
hidrólise Por hidrólise alcalina forte redutora C 2N NaOH-
1M NaBH-t — 6h a 100°0 , obteve—se 96% de hldrOlise, o que
revela a existência de igual quantidade de N -  e de 
O-glícoproteí nas

O "pellet" protéico delipidado Cmarcado com
3

III 3. Caracterização quanto à composição em oses das 
porçSes glicidicas

Com a finalidade de conhecer quais os glicidios que 
fazem parte da estrutura das glicoproteínas, foi realizada 
uma hidrólise ácida total com ácido t n f 1uor-acético nas 
condições descritas no capitulo anterior Neste experimento 
utilizam—se "pellets" protéicos delipidados contendo

3glicoproteínas marcadas com [1- H3 glicose, obtendo-se 93% 
de hidrólise Os glicidios neutros e carregados presentes no 
hidrolisado foram separados em colunas de troca iônica.

A análise dos glicidios neutros foi feita em 
cromatografia descendente em papel no solvente A. A 
comparação com os padrões revelou a presença de galactose, 
manose e fucose CFIGURA III.5}.

Os glicidios carregados foram analisados por 
cromatografía descendente em papel no sistema de Fischer e
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Nebel C1955D A comparação com os padrões revelou a presença 
de glicosamina e galactosamina CFIGURA III 6D .

Como nas condições de hidrólise ácida total, os 
acidos siálicos são destruídos, em experimento separado, 
descrito no capítulo II, foram dosados os ácidos siálicos no 
"pellet" protéico dei1 pi dado de culturas de células de 
Sertoli, sendo determinada a existência de 0,067nmoles de 
ácidos siálicos por lO^células. A análise por TLC revelou a 
presença de ácido N-aceti1-neur amí ni co nas glicoproteínas de 
células de Sertoli

FIGURA III 5 CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS 
GLIClDIOS NEUTROS RESULTANTES DA HIDRÓLISE 
ÁCIDA TOTAL DO "PELLET" PROTEICO DELIPIDADO

gMARCADO COM II- H1GLICOSE
Sistema de solventes A
Man = manose; Gal = galactose; Fuc = fucose CPadrões}.
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FIGURA III 6 CROKÀTOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL DOS 
GLIClDIOS CARREGADOS RESULTANTES DA HIDRÓLISE 
ÁCIDA TOTAL DO "PELLET" PROTÊICO DELIPIDADO

3MARCADO COM Íl-Hl GLICOSE
Sistema de solventes B
Gal NH2 = gal actosamina, GlcNH2 = glicosamina CPadrões}.

91



rn 4 R ETIN O L EM C ÉLU LA S DE S E R T O L I

Tendo como base os efeitos descritos para o retinol na 
manutenção da espermatogênese e sobre as reações de 
gli cosi 1 ação de proteinas em diversos tipos celulares, 
inclusive em células de Sertoli, resolveu-se estudar os

3efeitos do retinol sobre a incorporação de C 2- H] manose em 
N-gl i coproteí nas e nos gl i col i pí di os intermediários

III 4 1 Efeito do retinol sobre a incorporação de
3[2- H)manose em glicolipídios e em glicoproteínas

Em um primeiro experimento, trataram-se culturas de 
células de Sertoli por 36h com 7pM de retinol Após, as 
culturas foram incubadas por 3h com 50pCi/ml de

312- HImanose. Os resultados encontrados mostraram um
aumento significativo na incorporação de manose ao dolicil- 
-pi r of osf ori1-oli gossacari di o , ao "pellet" protéico
deli pi dado e às proteínas secretadas. Na fração dos
gl í col i pí di os solúveis na fase inferior de Folch não houve
diferença significativa entre a incorporação nos controles e 
no grupo tratado com retinol CFIGURA III 7D.
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FIGURA III . 7 EFEITO DO TRATAMENTO COM RETINOL C 36h, 7/jM)
SOBRE A INCORPORAÇÂO DE MANOSE EM 
GLICOLIPÍDIOS E GLICOPROTEINAS DE CÉLULAS DE 
SERTOLI

C - controle; R - tratamento com retinol
1C e 1 R, compostos solúveis na fase inferior de Folch; 2C e 
2R, compostos solúveis em C: M: H2O Cl: 1:0,3); 3C e 3R, 
proteínas celulares; 4C e 4R, proteinas secretadas.
- Os valores representam as médias ± EPM de 3 culturas de 
uma mesma preparaçSo celular. - a - p<0.01; b - p<0.02.
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III 4 1 1  Análise por cromatografia em camada delgada dos
compostos lipofilicos intermediários na biossíntese de 
AV-glicoprotelnas

A FIGURA III 8 mostra que cerca de 33% da radioatividade 
presente nas fases inferiores de Folch Ctanto nos controles 
como nos tratados) se desloca em um pico com mobilidade 
relativa semelhante à do padrão de dolici1-fosfato-manose 
aplicado na mesma corrida cromatográfica. O restante da 
radioatividade, representando os lipidios neutros, também 
solúveis na fase inferior de Folch, corre com a frente do 
solvente Não foi detectado nenhum pico com Rf semelhante ao 
do retíni1-fosfato-manose

A presença de retini1-fosfato-manose foi também 
pesquisada na fase superior da partição de Folch, pois por 
suas características de solubilidade este composto se divide 
igualmente nas duas fases CCREEK et al ,19832). Não foram 
encontrados picos com Rf semelhantes ao do 
r et í ni 1 -f osf ato-manose C resultados não apresentados!).

Para estas análises utilizou-se o sistema de solventes 
C-M H2O C45.35.6, v/vD , descrito por CREEK et al. Cl9832), 
que permite uma melhor separação entre o
retini1-fosfato-manose e o dol1 ci1-fosfato-manose.

Os compostos solúveis em C: M: HzO Cl: 1:0. 32), obtidos 
das mesmas células descritas anteriormemte, foram submetidos 
a cromatografia em camada delgada em silica gel no sistema 
de solventes propanol H2O C70.30, v/v2> Aproximadamente 90%
da radioatividade aparece em só pico, correspondente ao 
dolici1-pirofosfori1-oligossacarídio, como já descrito em 
III 1 2 C FIGURA II 1.92), não existindo diferenças entre 
células tratadas e controles
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FIGURA III 8 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DOS COMPOSTOS
SOLÚVEIS NA FASE INFERIOR DA PARTIÇÃO DE
FOLCN, OBTIDOS DE CÉLULAS DE SERTOLI TRATADAS
OU NÃO COM RETINOL

A - dol1 ci1-fosfato-manose Cposição do padrão}.
B - retini1-fosfato-manose Cposição do padrão}.
Sistema de solventes D

95



FIGURA III 9 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DOS COMPOSTOS
SOLÚVEIS EM C: M: H2O Cl: 1:0,3), OBTIDOS DE 
CÉLULAS TRATADAS OU NXO COM RETINOL

A - dolici1-pirofosforil-oiigossacarídio Cposição do 
padr 3o)
Sistema de solventes E
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III.4 2. Efeito do tempo de pré-incubaçSo com retinol sobre
3a incorporaçSo de [2- H1manose nos glicolipidios e nas 

g ü  coproteínas de células de Sertoli
Para investigar o efeito descrito nos experimentos

anteriores, células de Sertoli foram tratadas por diferentes 
tempos com lOpM de retinól e incubadas por 3h com 10 pCi/ml

3de [2- H] manose Os resultados mostrados na TABELA III 2
indicam claramente que o retinol induziu um aumento 
significativo da incorporação de manose nos glicolipidios 
solúveis em C* M: H2OC1 • 1: 0 , 3D , ou seja, no
dol1 ci1-PP-oligossacaridio, em todos os tempos estudados. A 
incorporaçSo em glicoproteínas foi signif1 cantemente 
aumentada em 36h e 48h de pré-incubaçSo. Nâo foram
encontradas diferenças significativas na incorporaçSo de 
manose nos compostos solúveis na fase inferior de Folch, que 
contém o dolicil-fosfato-manose em nenhum dos tempos 
testados

III 4 3 Efeito da dose de retinol sobre a incorporaçSo de
3[2- H1manose nos glicolipidios e nas N-glicoproteínas de 

células de Sertoli
A concentração ótima de retinol foi determinada

através de uma curva de dose resposta CFIGURA III.10, A, B e 
CD Culturas de células de Sertoli foram pré-incubadas por 
48h com doses crescentes de retinol, como descrito no

3capitulo II, e depois incubadas por 3h com C2- HDmanose. 
Após, determinou-se a radioatividade incorporada nos 
compostos lipofilicos solúveis na fase inferior de Folch, no 
dol 1 ci1-pirofosfori1-ol1 gossacarídio e nas gl1 coproteínas de 
células de Sertoli. Os resultados mostrados na FIGURA 
III 10CAD, indicam que o retinol nSo induz a um aumento na 
incorporação de manose nos compostos solúveis na fase 
inferior de Folch em nenhuma das concentrações testadas. A 
incorporaçSo no dolici1-pirofosfori1 —oligossacarídio CFIGURA 
III 10 CBDD foi aumentada de forma significativa pelo
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III 10 CEDD fox aumentada de forma significativa pelo 
tratamento com 1 OpM de retinol A FIGURA III 1 0 C O  mostra 
que esta dose ClOpMD também induz um aumento significante na 
incorporação de manose nas N-gli copr oteinas Csecretadas = 
57 8% e celulares = 42 2% do total das glicoproteí nasl

T A B E L A  I I I  2

E F E I T O  D O  T E M P O  D E  P R É - I N C U B A Ç X O  C O M  1 O p M  D E  R E T I N O L  S O B R E  A  

I N C O R P O R A Ç X O  D E  M A N O S E  E M  G L I C O L I P Í D I O S  E  G L I C O P R O T E Í N A S  E M  

C É L U L A S  D E  S E R T O L I

C, controle, R, tratamento com retinol; F I.Folch, fase 
inferior da partição de Folch
- Valores representam as médias ± EPM. Os números entre 
parênteses representam o número de amostras
a — p<O Ol comparado com o controle; b - p<0. 02 comparado
com o controle.
- Resultados obtidos com culturas de preparações celulares 
di f erentes
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9 9

FIGURA III 10 EFEITO DA DOSE DE RETINOL SOBRE A
INCORPORAÇÃO DE MANOSE AOS GLICOLIPiDIOS
E GLICOPROTEINAS DE CÉLULAS DE SERTOLI

A - Fração solúvel na fase inferior de Folch;
B - Dol1 ci1-pirofosfori1-oligossacaridio;
C - N-glicoproteinas
- Os valores representam as médias de 6 amostras ± EPM. 
a - p<0 01 em relação ao grupo controle, 
b - p<0 05 em relação ao grupo controle.



III 4 4 Análise da incorporaçSo de Í2- Hlmanose em células 
tratadas ou não com 10/jM de retinol por 48 h - Efeito do 
tempo de incubação com o açúcar radioativo

A fim de determinar se, em tempos mais curtos de 
incubação com o precursor radioativo, era possível detectar 
um aumento precoce e transitório da incorporação de manose 
nos compostos solúveis na fase inferior de Folch,

3realizou-se uma curva de tempo de incubação com [2- Hlmanose 
CFIGURA III. 11D Os resultados mostram CFIGURA III 11, AD que 
não existe diferença de incorporação na fase inferior de 
Folch entre células tratadas e controles em todos os tempos 
testados A incorporação no doli ci1-pi rofosfor1 1-
-oligossacarídio foi significativamente maior nas células 
tratadas com retinol, a partir dos 90 minutos de incubação. 
Nas glícoproteínas, isto somente aconteceu aos 150 minutos, 
reforçando a idéia da cinética de precursor produto, Já 
proposta no experimento representado na FIGURA III 2 
CA,B,C)

III 4 5  Análise dos oligossacaridios ligados ao "pellet" 
protéico delipidado de células de Sertoli tratadas ou não
com retinol

Com a finalidade de analisar os oligossacaridios 
componentes das glicoproteínas presentes no "pellet" 
protéico delipidado de células de Sertoli tratadas ou nâo 
com retinol C1OpM por 48hD, realizou—se a digestão 
enzimática com pronase, como descrito no capitulo anterior 
Os glicopeptidios resultantes Cseparados por colunas de 
troca iónical foram submetidos à digestão com 
endoglícosidase H Os produtos da Endo H foram separados 
novamente por colunas de troca iônica, obtendo-se 19% de 
hidrólise tanto nas células tratadas com retinol como nas 
controles Os oligossacarídios resultantes foram analisados 
por cromatografia em camada delgada no sistema G Citem
II. 2 11 2D. Os resultados sugerem a existência de uma maior
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heterogeineidade de tamanhos nos oli gossacar1di os das 
células tratadas com retinol CFIGURA III 125.

FIGURA III 11 CURVA DE TEMPO DE INCUBAÇXO COM I2-3H1MANOSE
EM CÉLULAS DE SERTOLI CONTROLES OU TRATADAS
COM 10pM DE RETINOL POR 48 HORAS

A, fase inferior de Folch, B, fração C: M: HzO Cl 1.0,35; 
C,"pellet" proteico delipidado. Os valores representam as 
médias ± EPM de 6 culturas obtidas de uma mesma preparação 
celular a, p<0,01; b, p<0.05
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FIGURA III 12 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DOS PRODUTOS
DA ENDOGLICOSIDASE H

Foram aplicados os oligossacarídios obtidos do 
tratamento com endoglicosidase H dos N—gl1 copeptídios 
resultantes da açSo da pronase sobre os ''pellets'' protéicos 
deiípidados de células-controle e tratadas com retinol 
- Sistema de solventes G.
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III 4 6 Efeito do retinol sobre a incorporaçSo de 
meti 1-ti mi di na ao DNA, de uridina ao RNA e de leucina a 
proteí nas

O aumento da incorporação de manose a glicoproteínas 
provocado pelo tratamento de culturas de células de Sertoli 
com retinol aqui apresentado poderia ser decorrente de um 
aumento da sintese de cadeias pol1 peptidicas a serem 
glicosi1adas ou de um aumento da glicosi1 ação de cadeias 
pol í pepti di cas Na tentativa de determinar a origem deste
aumento, foi estudada a sintese de proteinas, de DNA e de 
RNA Incubaram-se células de Sertoli pré-tratadas com

3retinol C48h com 10/jMD por 3h com [metil- Hltimidina ou
3 14com [5-6, Hluridina ou ainda com [U- Clleucina.

A TABELA III.3 mostra que a adição de retinol ClOpM 
por 48hD ao meio de cultura de células de Sertoli induz a um

9aumento significativo na incorporação de [metil - Hltimidina
3ao DNA, mas não altera a incorporação de C Hluridina ao RNA

14e de [ U- Clleucina a proteinas. O tratamento com retinol 
também não afetou o conteúdo celular de DNA, RNA e proteinas 
C TABELA 111.4}.

III.4 6 1 Efeito da dose de retinol sobre a incorporaçSo de
3[metil- Hltimidina ao DNA em células de Sertoli

Para estudar a relação entre a dose de retinol e o
aumento de incorporação de timidina ao DNA de células de 
Sertoli, realizou-se uma curva de dose-resposta CFIGURA 
III 13} Os resultados mostram que a incorporação de
metil -timidma ao DNA foi significativamente maior que nas 
células controles somente nas células tratadas com lOpM de 
retinol No tratamento com O.lpM com retinol existe um
aumento expressivo de incorporação, que em diferentes 
experimentos não foi significativo.

O efeito do retinol sobre a captação de meti 1—ti midina 
pelas células de Sertoli foi determinado no mesmo
experimento. A radioatividade presente no "pool "
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ácido-soluvel Cdeterminada como descrito no capítulo II}, 
demonstrou que o retinol nSo alterou a captação de 
metil-timidina por células de Sertoli em nenhuma das doses 
testadas CTABELA 111.5}

TABELA 111. 3
EFEITOS DO RETINOL SOBRE A INCORPORAÇXO DE

q 9[METIL- H1 TI MI Dl NA AO DNA, DE í 5, 6- H1 URIDINA AO RNA E DE 
[ U-^CILEUCINA A PROTEÍNAS EM CULTURAS DE CÉLULAS DE 
SERTOLI

1 0 4



FIGURA III 13 INCORPORAÇXO DE METI L-TI MI Dl NA AO DNA DE 
CÉLULAS DE SERTOLI TRATADAS POR 48H COM 
DIFERENTES DOSES DE RETINOL

* - p<0. 05 em relação ao controle. Os valores representam a 
média ± EPM de 6 culturas obtidas de uma mesma preparação 
celular
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TABELA III 5
RADIOATIVIDADE PRESENTE NO "POOL" ACIDO-SOLÜVEL, APOS O 
TRATAMENTO DE CULTURAS DE CÉLULAS DE SERTOLI POR 48H COM 
DIFERENTES DOSES DE RETINOL:

III 4 6 2 Efeito do tempo de pré-incubaç3o com lOpM de 
retinol sobre a incorporaçSo de metil-timidina ao DNA de 
células de Sertoli

Pela análise dos resultados mostrados na FIGURA 
III 14 verificou-se, que já com 14h de pré-incubação com 
1OpM de retinol a incorporação de meti1-timidina era máxima 
e significativamente maior que no grupo controle.

1 0 6



FIGURA III. 14 EFEITO DO TEMPO DE PRÊ-INCUBAÇXü COM IO/jM DE 
RETINOL SOBRE A INCORPORAÇXO DE
METIL-TIMIDINA AO DNA DE CÉLULAS DE SERTOLI

* -  p < 0 . 0 1
- Os valores representam a média ± EPM de 4 culturas de uma 
mesma preparação celular.
— Culturas controle mantidas até ao -final do tempo máximo de 
pré-incubação (48h> apresentam os mesmos níveis de 
incorporação de meti1 —tirnidina ao DNA encontrados no tempo 
zero de pré-incubação (C, valor assinalado no gráfico).
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III 5 ESTUDO DA BIOSSINTESE DE N-GLICOPROTElNAS E DE SEUS 
MANOLIPIDIOS INTERMEDIÁRIOS EM MICROSSOMAS DE CÉLULAS DE 
SERTOLI: DETERMINAÇÁO DA ATIVIDADE DE DOLICIL-FOSFATO-MANOSE
SI NTASE CEC 2.4.1.831

III 5 1 Determinação das condições para o estudo da
14-incorporação de manose a partir de GDP-[ Clmanose em 

aceptores endógenos de frações microssoraais de células de 
Sertolí
III 5 1 1  Estabelecimento das condições para determinação 
da atividade de dolicil fosfato manose sintase

O sistema de incubação utilizado inicialmente 
baseou-se em sistemas descritos na literatura para o estudo 
da transferência de manose em microssomas de fígado Clusen, 
et al ,19841, de glândula mamária CWhite, 19781 e de 
testículo inteiro CGuaragna et al , 19861.

Determinou-se que, utilizando-se 200/ug de proteína 
microssomal de células de Sertoli, o tempo ideal de 
incubação a 34°C para a transferência de manose a partir 
de GDP-manose para os compostos solúveis na fase inferior de 
Folch foi de IO minutos. Esta quantidade de proteína foi 
escolhida por ser compatível com o pequeno rendimento obtido 
na preparação de microssomas a partir de culturas primárias 
de células não transformadas e por se encontrar dentro da 
faixa de linearidade da reação

No estudo de enzimas particuladas, existe a 
necessidade da utilização de um detergente no sistema de 
incubação O triton X-100 é o mais usado em reações de 
glicosilação de proteínas em presença de um substrato 
lipídico exógeno Cdol1 ci1-fosfatoD . Utilizando concentrações 
de triton X-100 de até 0.1%, verificou-se uma inibição 
crescente com a concentração do detergente. Escolheu-se a 
concentração de O 05%, que é eficaz na sol ubi 11 zação do 
dol 1 ci 1 —f osf ato exógeno, não apresentando efeito m i b i t ó n o  
acentuado
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III. 5 1 2 AçSo dos lons Mn*2 e Mg*2
Sabendo-se que as reações de transferência de

glicídios, dos respectivos nucleotídios açúcares doadores
para os lipídios receptores e glicoproteínas dependem dos

4*2 +2ions di vai entes Mg e/ou Mn , testou-se a atividade da
+•2 +2dolici1-fosfato-manose sintase em presença de Mn , de Mg

4-2 42ou de Mn + Mg CFIGURA III. 155.
Verificou-se maior atividade enzimática na presença

4-2 4-2dos 2 cofatores iônicos CMn e Mg 5.
Diversos estudos têm mostrado que o ion Mg*2 é o

cofator preferencial da dol i ci 1-f osf ato-manose smtase e o 
+ 2Mn da síntese do dolici1-pirofosfori1-oligossacar1dio e de 

sua transferência para a proteína. Na têntativa de obter 
maior rendimento nessas duas etapas da N-glicosi1 ação, em 
experimentos não apresentados, foram feitas incubações de

4-2mi crossomas de células de Sertoli somente com Mg . ApOs, a
radioatividade nâo incorporada era retirada por lavagem e
nova centrifugação dos microssomas era realizada a 105.000
xg por lh. Esses microssomas eram novamente incubados em um

+2sistema contendo Mn Os resultados obtidos foram
4*2semelhantes aos encontrados na incubação única com Mg e 

Mn*2.
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FIGURA III.15 INCUBAÇXO DE MICROSSOMAS DE CÉLULAS DE
SERTOLI PARA O ESTUDO DO EFEITO DOS IONS Mn*2 
E Mg+Z SOBRE A AÇXO DA DOLICIL-FOSFATO-
-MANOSE SINTASE

- Experimento representativo de dois outros realizados nas
mesmas condições. As incubações foram feitas com 200pg de
proteína microssomal.
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III 5 2 Estudo do efeito da variação da concentração de 
substratos sobre a formação de manolipldios intermediários e 
sobre a biossíntese de W-glicoprotelnas

Para o estudo do efeito da variação da concentração de 
substratos sobre a incorporação de manose a partir de

14GDP-C C] manose nos compostos solúveis na fase inferior de 
Folch, utilizou-se um sistema de incubação com a composição 
estabelecida no item III.5.1. deste trabalho.

A incorporação de manose ao dolici1-PP-oligossacarídio 
foi medida no extrato em C- M- H2O Cl: 1.0,33 do material 
insolúvel presente na interface da partição de Folch. A 
extensão da transferência do oligossacarídio para proteínas 
foi medida no "pellet" protéico delipidado.

III 5 2 1  Curva de concentração de dolicil-fosfato
Nesta curva, a concentração de dolícil-fosfato variou 

entre 5 e 20ug Verificou-se na FIGURA III. 16 que, na fase 
inferior de Folch , a transferência de manose apresenta 
estimulação máxima com 5/jg de dol i ci 1-f osf ato exógeno. Na 
mesma figura pode-se observar que a transferência de manose 
para as outras frações C dol i ci 1-pi r of osf o n  1-
-oligossacarídio e "pellet" protéico delipidado} é muito 
pequena.

Com o objetivo de verificar se a baixa transferência 
para o dolici1-pirofosfori1-oligossacarídio e para o 
"pellet" protéico era devida à pequena quantidade de enzima 
incubada e a falta de aceptores endógenos, realizou-se um 
experimento similar com 500pg de proteína. Como se pode 
observar na FIGURA III.17, o aumento da quantidade de 
proteína não modificou o resultado anterior

14III 5 2 2  Curva de concentração de GDP-C C]manose
Nesta curva, a concentração de GDP-C ̂ Cl manose variou 

entre 85 e 510 pmoles. Na FIGURA III. 18 CA, B e O  estão 
representadas as curvas de concentração de GDP-manose em
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ausência e em presença de 5pg ou 20pg de dol 1 ci 1 -f osf ato 
Verificou-se que transferência de manose para o dolicil- 
“fosfato aumenta com a concentração de GDP-manose CFIGURA 
III 18, AI

O efeito do aumento da concentração de GDP-manose 
sobre a incorporação de manose ao dol 1 ci 1 -pi r of osf o n  1 - 
-olígossacarídio e ao “pellet" protéico deiípidado em 
ausência e em presença de dolíci1-fosfato esta
representado nas FIGURAS III 18, B e C.

FIGURA III.16 CURVA DE CONCENTRAÇÃO DE DOLICIL-FOSFATO
C 200/jg DE PROTEÍNA3

— Experimento representativo de dois outros realizados nas 
mesmas condições.
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FIGURA III 17 CURVA DE CONCENTRAÇÃO DE DOLIClL- FOSFATO
C 500/jg DE PROTEÍNA)

- Experimento representativo de dois outros realizados nas 
mesmas condições
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FIGURA III. 18 CURVA DE CONCENTRAÇXO DE GDP-[ 14C1MANOSE
A, compostos solúveis na fase inferior de Folch;
B , dolícil-pirof osf or1 1 -oli gossacar i dio ;
C, "pellet" protéico delipidado
- Experimento representativo de dois outros realizados nas 
mesmas condiçSes
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III 6 EFEITOS DO RETINOL SOBRE A ROTA DE N-GLICOSILAÇXO DE 
PROTEÍNAS EH CÉLULAS DE SERTOLI

III.6 1 Efeito do retinol sobre a atividade da 
dolici1-fosfato- manose sintase

Em experimentos preliminares, verificou-se que o 
retinol ativava a transferência de manose de GDP-manose para 
os compostos solúveis na fase inferior de Folch e que esta 
atividade era favorecida pela presença de dolicil fosfato 
exógeno CTABELA III. 62)

Os microssomas de células tratadas com retinol foram 
obtidos sempre de culturas que receberam lOpM de retinol por 
48h

TABELA III. 6
EFEITO DO RETINOL SOBRE A TRANSFERENCIA DE MANOSE DE 
GDP-MANOSE PARA OS COMPOSTOS SOLÜVEIS NA FASE INFERIOR DA 
PARTIÇXO DE FOLCH EM INCUBAÇÕES DE MICROSSOMAS DE CÉLULAS DE 
SERTOLI:

III 6 1 1  Análise por cromatografia em camada delgada 
Csílica gel) dos compostos solúveis na fase inferior de 
Folch derivados da incubaçSo de microssomas de células de 
Sertoli

Pela análise por cromatografia em camada delgada dos 
compostos solúveis na fase inferior de Folch, verificou-se, 
tanto nas incubações de microssomas obtidos de 
células-controle como daquelas tratadas com retinol, a
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presença de somente um pico de radioatividade com mobilidade 
semelhante a do doli ci1-fosfato-manose padrão aplicado na 
mesma corrida cromatográfica CFIGURA III 19D.

III 6 1 2  Efeito da concentração de dolicil-fosfato
exógeno sobre a transferência de manose a partir de

14GDP-[ Clmanose para o dolicil-fosfato - Efeito sobre a 
atividade da dolicil-fosfato-manose sintase

Nesta curva, a concentração de dolicil fosfato exógeno
14variou de O a 45pg por tubo de incubação e a de GDP-C C] 

manose foi de 170pmoles. Verificou-se que a adição dolicil- 
-fosfato exógeno aumenta a atividade da enzima nas 
células-controle e nas tratadas com retinol CFigura III.20D^ 
e que, nas células tratadas com retinol, a formação de 
dol í ci1-fosfato-manose é claramente maior que nas células 
controle, mesmo nas condições em que o dolíct1-fosfato 
exógeno está em grande excesso.

FIGURA III 19 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DA FASE
INFERIOR DA PARTIÇÃO DE FOLCH DA INCUBAÇÃO DE
MICROSSOMAS DE CÉLULAS DE SERTOLI

A - dol 1 ci1-fosfato-manose Cposição do padrão).
-Sistema de solventes D
-Na figura, está representada somente a TLC da fase inferior 
de Folch das células tratadas com retinol. O resultado 
encontrado com as células-controle foi semelhante
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p m o le a/m ln /m g pro teln

FIGURA III 20 EFEITO DA CONCENTRAÇÀO DE DOLICIL-FOSFATO
EXÔGENO SOBRE A ATIVIDADE DE DOLICIL-FOSFATO-
-MANOSE SINTASE EM MICROSSOMAS DE CÉLULAS DE
SERTOLI CONTROLES E TRATADAS COM RETINOL

- Resultados semelhantes foram encontrados em outros dois
experimentos independentes.

III 6 2 Efeito do retinol sobre a síntese do 
doli ci1-pi rof osf ori1-oligossacarldi o e de glicoproteínas

As FIGURAS III 21 CA e BD mostram que o retinol 
também produziu um marcado aumento na incorporação de 
manose ao dol1 ci1-pirofosforí1-oligossacar1dio e a 
glicoproteínas por enzimas de microssomas isolados de 
células tratadas
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FIGURA III 21 AÇXO DO RETINOL SOBRE SlNTESE DE
DOLICIL-PIROFOSFORIL-OLIGOSSACARÍDIO E DE
N—GLICOPROTEÍNAS: EFEITO DA CONCENTRAÇXO DE
DOLICIL-FOSFATO EXÓGENO

A, dolicil -pi rof osf o n l  -ol 1 gossacarí di o; B, "pellet" 
proteico dei ípi dado
- Resultados semelhantes foram encontrados em outros dois 
experimentos independentes

118



Experimentos similares aos mostrados nas FIGURA III 20, 
e III 21 CA e B3, foram realizados com 650 pmol es de

14GDP-t C)manose Os resultados encontrados foram
semelhantes
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IV DI SCUSSÀO

Os experimentos realizados por THOMPSON et al Cl9645 e 
por MITRAMOND et al.C19795 corroboram a hipótese de que o 
retinol é essencial para a manutenção da espermatogênese em 
mamíferos Em ratos, a deficiência prolongada de retinol 
resulta na interrupção da espermatogênese e atrofia dos
túbulos semi ní feros CHUANG et al , 1983 e 19895 O
restabelecimento da espermatogênese nestes animais se dá por 
ingestão de retinol ou por sua administração direta nos 
testículos O ácido retinóico, que é capaz de manter a
morfologia normal de muitos tecidos epiteliais na ausência 
de retinol, não é capaz de sustentar nem de restabelecer a 
espermatogênese quando administrado por via oral ou injetado 
diretamente nos testículos CTHOMPSON et al.,1964; LOTAN, 
19805

Existem muitas evidências sugerindo que a célula de
Sertoli seja a principal célula alvo da ação do retinol nos 
testiculos Elas captam o retinol ”in vivo" e "in vitro" e 
possuem a mais alta concentração de CRBP Cproteína celular 
ligadora de retinol5 entre as células testiculares
SHINGLETON et al C1989a5 demonstraram que as células de 
Sertoli captam o retinol livre ou ligado ao complexo 
transportador CRBP-TTR-retinol5 e rapidamente o convertem a 
retinil esteres A concentração de retini1-ésteres nas 
células de Sertoli é comparável à encontrada nos 
hepatócitos, considerados reservatórios de vitamina A para o 
organismo CBISHOP e GRISWOLD, 1987, GRISWOLD et al . 19895.

A formação da barreira hemato-testi cular na porção 
baso-lateral das células de Sertoli divide o epitélio 
semi ni fero em dois compartimentos- o basal e o adluminal. 
Com isso, as células do compartimento adluminal se tornam 
totalmente dependentes das células de Sertoli para o seu



desenvolvimento Essas últimas, por exemplo, oxidam glicose 
até piruvato e lactato, sendo esses dois compostos os 
principais substratos energéticos das células de série 
ger mi nativa presentes no compartimento adluminal
Cespermatócitos secundários e espermátidesD.

ESKILD et al.Cl991D descreveram a existência de 
receptores nucleares para o ácido retinóico nas células de 
Sertoli e em espermátides redondas, sugerindo que o ácido 
retinóico deve atuar como regulador gênico nestas células. 
A demonstração da capacidade das células de Sertoli oxidarem 
o retinol a ácido retinóico, feita por NAPOLI e RACE C19875, 
estabelece a possibilidade do retinol na forma de ácido 
retinóico atuar via receptores nucleares Já conhecidos.

BISHOP e GRISWOLD Cl9875 sugerem o envolvimento dos 
retini1-ésteres na transferência do retinol das células de 
Sertoli para as células ger mi nativas. A impossibilidade do 
ácido retinóico servir de substrato para a esterificaçâo 
pode ser apontada como uma das prováveis razões de sua 
ineficiência na manutenção da espermatogênese CBISHOP e 
GRISWOLD, 1987; GRISWOLD et al, 19895.

A espermatogênese envolve uma seqüência de alterações 
morfológicas que incluem a migração , adesão e diferenciação 
de células. Todos estes processos estão associados com a 
presença de glicoconjugados de superficie celular. Muitos 
estudos têm mostrado que ocorrem reconhecimentos especificos 
e adesão entre células de Sertoli e germinativas. 
Gl icoproteínas estão presentes nestes siti os de contato. A 
migração de células espermatogênicas ao longo das células de 
Sertoli, concomitante com o processo de diferenciação, 
envolve o aparecimento e o desaparecimento de regiões de 
adesão CPAGE et al . , 19905.

A diferenciação morfológica das células de Sertoli se 
torna mais acentuada quando cessa a atividade mitótica 
Caproximadamente aos 14 dias de idade em ratosD e quando 
ocorre a formação da barreira hemato-tesiicular Centre os 16
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e 19 dias da idade em ratos}. As regiões de contato entre as 
células Ctight junctions} são formadas por moléculas de 
adesão, muitas das quais são glicoproteínas, sendo também 
glicoproteínas a maioria das proteínas secretadas pelas 
células de Sertoli. Entre essas glicoproteínas estão: o
ativador de plasminogônio, a transferrina, a ceruloplasmina, 
as glicoproteínas sulfatadas 1 e 2 e o ABP, todas 
importantes para o desenvolvimento das células germinativas.

O estudo da regulação da função das células de Sertoli 
está, muitas vezes, relacionado com a síntese e a secreção 
de glicoproteínas. Os efeitos do FSH, da insulina, da 
testosterona e do retinol, nos processos de síntese, de 
glicosi1ação e de secreção de proteínas por células de 
Sertoli, foram descritos por muitos autores CFRITZ et 
al ,1976; WILSON e GRISWOLD, 1979; KARL e GRISWOLD, 1980; 
SKINNER e GRISWOLD, 1981; GALDIERI e ZANI, 1981, BERNARD e
WASSERMANN, 1982, SKINNER e GRISWOLD. 1982; LACROIX e FRITZ, 
1982; FUGASSA et al., 1987}.

O envolvimento do retinol nas reações de glicosilação 
de proteínas está bem estabelecido, desde que DE LUCA Cl977} 
mostrou que compostos, como o retini1-fosfato-manose e 
retini1-fosfato-galactose, podiam transferir seus açúcares 
para proteínas. Vários autores sugeriam que o retinol pode 
atuar modificando a atividade de algumas enzimas que 
transferem unidades glicosídicas para glicolipidios e 
glicoproteínas C CREEK e MOORÉ, 1980; HASSEL et al.,1978; 
ROSSO et al.,1977; ROSSO e col.,1981; HUGLY e GRISWOLD,
1987}.

As glicoproteínas podem apresentar oligossacaridios 
ligados à cadeia polipeptidica por dois tipos principais de 
ligação gl1 cídio-proteína: a ligação O-glicosidica, via
serina ou treonina, que é lábil em condições alcalinas 
suaves; e a ligação N-glicosidica, via asparagina, que é 
resistente nestas condições. Os resultados apresentados 
nesta tese mostram que as glicoproteínas presentes no
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"pellet" protéico delipidado de testículos SCE pertencem Às 
duas classes. Em condições alcalinas suaves, obteve-se 46% 
de hidrólise, e o rendimento da hidrólise alcalina forte 
foi de 96%, demonstrando que 50% das glicoproteinas são 
N-glicosi 1adas. Sabendo-se que, em mamíferos, a manose faz 
parte somente de N-glicoproteinas e que a galactosamina 
indica a existência de N-aceti1-galactosami na, açúcar 
constituinte apenas das O-glicoproteinas, a existência das 
duas classes de glicoproteinas foi confirmada pela análise 
dos produtos da hidrólise ácida total, que revelou a 
presença de galactose, manose, fucose, glicosamina e 
galactosami na

A utilização, nos experimentos referidos acima, de 
glicose como marcador radioativo justifica-se pelo fato de a 
glicose poder ser convertida em qualquer unidade de açúcar 
constituinte dos oligossacarídios das N- e O-glicoproteinas.

A determinação da presença ' de ácido
W-aceti1-neuraminico confirma a existência de glicoproteinas 
do tipo complexo. O tratamento com endogli cosi dase H dos

3N-glicopeptídios Cmarcados com [2- H]manose2> originados da 
digestão com pronase do "pellet" protéico delipidado obtido 
de células de Sertoli mostrou que cerca de 80% dos 
glicopeptídios não são atacados pela enzima, sendo, 
portanto, do tipo complexo ou híbrido. Esses resultados são 
coerentes com os de PAGE et al.C19902>, que demonstram que 
cerca de 60% das glicoproteinas de células de Sertoli de 
ratos de 20 dias, cultivadas em substrato plástico, têm 
oligossacarí dios do tipo complexo.

A adição de açúcares a glicoproteinas ocorre pela 
transferência direta, a partir de nucleotídios açúcares CO— 
e N-2) ou indiretamente, pela formação de
li pi di os-oligossacarí dios intermediários CN-D CSTANELONI e 
LELOIR, 19792) O ol igossacarldio pré-formado é imediatamente 
transferido para as proteínas nascentes no retículo 
endoplasmático. Este processo é encontrado tanto em células
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de mamíferos como de algas, leveduras, insetos e vegetais 
CHUGHES e BUTTERS, 1981).

Os resultados obtidos, nas incubações de culturas de
3células de Sertoli com [2— H3manose, mostram que grande 

parte da radioatividade incorporada está na fração
protéica A radioatividade incorporada no dolíci1-fosfato- 
-monossacarídio e no dol1 ci1-pirofosforí1-oligossacarídio é 
muito baixa quando comparada à incorporada em proteínas. Nas 
incubações de microssomas obtidos de células de Sertoli com 
GDP-[ ±4C] manose, verificou-se que a maior parte da 
radioatividade incorporada estava no dolíci1-fosfato-manose, 
sendo a radioatividade encontrada em proteínas muito baixa 
Esses níveis de incorporação são semelhantes aos encontrados 
por SPEAKE e WHITE Cl978) em incubações de explantes de 
glândula mamária e por WHITE Cl 978) em incubações de
microssomas de glândula mamária com açúcares radioativos.

As diferenças qualitativas e quantitativas encontradas 
na incorporação de manose em aceptores endógenos, entre 
células inteiras e preparações de enzimas particuladas,
podem ser justificadas, segundo SPEAKE e WHITE Cl978), pela 
grande diferença na quantidade de cadeias polípeptídicas 
disponíveis para a glicosílação existente entre células
intactas e preparações microssomais As células intactas 
podem sintetizar proteínas ativamente, continuando a 
produzir cadeias polípeptídicas. Em contraste, preparações 
microssomais contêm um número limitado de cadeias 
polípeptídicas aceptoras

Nos estudos do efeito do tempo de incubação de 
culturas de células de Sertoli com o açúcar radioativo, a 
distribuição da radioatividade incorporada nos
gl í col í pí di os solúveis na fase inferior de Folch e em
C. M: HzO Cl:l 0 3), bem como em proteínas em células de 
Sertoli, sugere a formação inicial de um oligossacarídio 
ligado ao aceptor lipídico Cdolícol) e sua posterior 
transferência para a proteína, indicando a existência de uma
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Na incubaçSo de células intactas com açúcares 
radioativos ocorre uma grande redistribuiçSo da marca 
radioativa A incubaçSo com manose tritiada no carbono 2

3C [ 2- H]manose3 é usada para diminuir possibilidade de
formaçSo de outros açúcares radioativos e de intermediários

3da rota glicolítica. Cerca de 50% do H da
3[2- H]manose-6-fosfato é removido na formação de 

f rutose-0-fosf ato pela manose-fosfato isomerase
C D-manose-0-f osf ato ceto-isomerase, EC 5.3.1.83 CSPEAKE e 
WHITE, 19783. Apesar disto, QUISSELL et al. Cl9833. 
analisando a relaçSo molar entre os açúcares radioativos 
incorporados em glicoproteínas a partir de incubações com

3[2- H3manose, demonstraram a presença de galactose/
glucose/ manose/ fucose na proporçSo de 1,0:0,05:7,2:1,6.

3Utilizando-se incubações com [2- H]manose era esperado 
que a presença de radioatividade em lipídios estivesse 
restrita aos glicolipidios contendo manose. Entretanto, pela 
análise por cromatografia em camada delgada dos lipídios 
solúveis na fase inferior de Folch, verificou—se que só 30% 
da radioatividade aplicada corre no pico com mobilidade 
semelhante a do dolici1-fosfato-manose padrSo. A maior parte 
da radioatividade corre com a frente do solvente, sendo 
constituída de lipídios nSo carregados, como já foi 
descrito por SPEAKE e WHITE Cl9783 em explantes de glândulas 
mamária, por DEL PINO et al Cl9893 em ovário do carrapato 
Booph.tl-u.5 microplxLS e em testículos de rato CELENA 
A BERNARD, comunicação oral3. Nos experimentos citados por 
ELENA A. BERNARD a percentagem foi confirmada por 
cromatografias em colunas de DEAE e hidrólise ácida em pH 
2,0 Cdados nSo publicados3.

Uma explicaçSo para o descrito acima foi sugerida por 
SPEAKE e WHITE C19783, que propõem que, durante a conversSo

3de t2- H]manose-6-fosfato em frutose-0-fosfato, seria
3produzido um "pool" intra-celular de H2O altamente

cinética de precursor-produto.
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radioativa. Esta radioatividade s e n a  incorporada nos ácidos 
graxos durante as etapas redutoras de sua síntese

Por outro lado, a análise dos compostos menos polares 
solúveis em C-M-HzO Cl 1:0.3!) mostrou que a radioatividade 
migrava em um só pico com a mobilidade relativa dodolicil 
pirofosforil oligossacarídio

3Comparando os níveis de incorporação 12- HDmanose, em 
glicolipídios e glicoproteínas de células de Sertoli
pré-incubadas com 7/uM de retinol por 36h com os encontrados
em células-controle, verificou-se que o retinol estimula a 
incorporação nos glicolipídios solúveis em C: M: H2O
Cl 1 O 3) e em glicoproteínas, não havendo aumento de
incorporação nos glicolipídios solúveis na fase inferior de 
Folch Estes resultados são semelhantes aos de GALDIERI e 
MONACO C1983D, que ao estudarem a incorporação de

3 3 3C 2- HDmanose, de [ H]glicosamina e de [ Hüfucose em 
proteínas celulares e secretadas de células de Sertoli de 
ratos Wistar de 21 dias, tratadas ou não com retinol, 
mostraram a ação estimulante da vitamina sobre a
incorporação de manose em glicoproteínas e em compostos 
solúveis em metanol

O sistema de solventes C: M: H2O C45:35:6D, descrito por 
CREEK et al Cl 983!) se caracteriza por produzir uma boa 
separação entre retini1-fosfato-manose e dolici1-fosfato- 
-manose, permitindo assim a melhor determinação da 
existência dos dois compostos Utilizando este sistema, a 
análise dos glicolipídios solúveis na fase inferior de 
Folch, obtidos de células-controle e tratadas com retinol, 
mostrou que não existem diferenças , não sendo detectada a 
presença de retini1-fosfato-manose Como, segundo CREEK et 
al C1983!), o r eti ni 1 -f osf ato-manose se distribui igualmente 
nas duas fases da partição, as fases superiores também 
foram analisadas no mesmo sistema de solventes. Nâo foi, 
entretanto, encontrado nenhum pico de radioatividade com Rf 
correspondente ao do retini1—fosfato—manose Cexpenmentos
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não apresentados)
Na análise cromatográfica da fração solúvel em C.M H2O 

Cl 1 O 35 de células-controle e tratadas com retinol, foi 
detectado o mesmo pico de radioatividade correspondente ao 
dolici 1-pirofosfori1-oligossacaridio Isto demonstra que,
pelo menos ao nível de sensibilidade das técnicas usadas, 
não existem diferenças qualitativas entre os glicol1 pidios 
formados por células tratadas com retinol e controles

Os resultados da curva de dose resposta de retinol 
mostram que a incorporação de manose, em glicoproteinas e no 
dolici1-pirofosfori1-ol1 gossacarídio foi crescente com a 
dose de retinol, sendo significativamente maior nas células 
tratadas com 10/jM de retinol que nas controle. GALDIERI e 
NISTICO Cl9865 demonstraram que, com doses de retinol entre 
3pM e 7/l/M havia aumentq da incorporação de manose no 
material precipitado com TCA de células de Sertoli tratadas 
com a vitamina por cerca de 45h

Na análise do tempo de pré-i ncubação com lOpM de 
retinol, verificou-se um aumento de incorporação de manose 
no dolici1-pirofosfori1-oligossacaridio em todos os tempos 
estudados e em proteínas com 36 e 48h de pré-i ncubação. O 
fato do retinol não ter estimulado a incorporação de manose 
em gl i coproteí nas, após 150h de pré-i ncubação, pode ser 
justificado pelos resultados de ROMMERTS et al Cl9785 e de 
SKINNER e GRISWOLD Cl 9825. Tais autores demonstram que a 
síntese e a secreção de ABP e transferrina por células de 
Sertoli, cultivadas em presença ou ausência de hormônios, 
declina rapidamente com o tempo de cultura

Quando se analisou o efeito do tempo de incubação com
3f 2- HDmanose, foi verificado que o retinol estimulava 

significativamente a incorporação do açúcar radioativo no 
dol ici1-pirofosfori1-oligossacarídio aos 90 e 150min de 
incubação No tocante a proteínas, o aumento foi
significativo somente aos 150min. Esses resultados são mais 
uma indicação da existência de uma cinética de
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precursor-produto na incorporação de manose em proteínas de 
células de Sertoli Confirmam também os efeitos
estimuiatórios do retinol sobre a biossíntese de 
N-gli copr otei nas

Nos estudos de dose-efeito, tempo de pré-incubação e 
tempo de incubação com o precursor radioativo

3C[ 2- H]manose), utilizando células intactas tratadas ou não 
com retinol, não foram constatadas diferenças na 
incorporação de manose nos compostos solúveis na fase 
inferior de Folch Quando se analisou a incorporação de 
manose nessa mesma fração em incubações de microssomas de 
células de Sertoli com GDP-manose, verificou-se que o 
retinol, em ausência de dolici1-fosfato exógeno provocava um 
aumento de cerca de 50% na incorporação de radioatividade 
no dol1 ci1-fosfato-manose. Como já discutido anteriormente, 
a incorporação de manose nos compostos solúveis na fase 
inferior de Folch em incubações de células intactas é muito
baixa, além disso o dolíci1-fosfato-manose representa só 30%
da radioatividade presente nessa fração. Nessas condições a 
ação estimulante do retinol na formação de
dolíci1-fosfato-manose, em incubações de células intactas, 
pode ter sido mascarada pela alta proporção de lipidios não 
carregados radioativos

As células podem aumentar sua capacidade de
glicosi 1 ação de proteinas por vários mecanismos. 
aD por aumento do número de cadeias polípeptidicas a serem 
gl1 cosi1adas;
bD por aumento na concentração de dolíci1-fosfato; ou
cD por estimulação da atividade de enzimas envolvidas no
processo de glicosilação

Com a finalidade de verificar se o retinol atuava ao
nível da síntese proteica em células de Sertoli,
incubaram-se células-controle e tratadas por 48h com lOpM

3de retinol com [ U- C] leucina ou com [5,6- Hluridina. Como a 
vitamina A é sabidamente essencial para o crescimento e
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diferenciação de células epiteliais, sendo também
conhecidos os efeitos do ácido retinóico na inibição do 
crescimento de alguns tipos de células transformadas 
CPETKOVICH et al.C1987D, na mesma série de experimentos, 
analisaram-se os efeitos do retinol sobre a incorporação de

3[metil - HDtimidina ao DNA
O tratamento de células de Sertoli com retinol 

provocou um aumento significativo na incorporação de 
meti 1-ti midina ao DNA, não alterando a incorporação de 
uridina ao RNA e de leucina a proteínas. Também não foram 
afetados os conteúdos celulares de DNA, RNA e proteínas.

O aumento significativo da incorporação de 
meti 1-ti mi di na ao DNA não pode ser atribuído a uma 
estimulação da proliferação celular, já que não foram 
detectados aumentos nos conteúdos de DNA, RNA e proteínas 
nas culturas GALDIERI e MONACO C1983J, estudando a ação do 
retinol sobre a incorporação de leucina no precipitado de 
105 OOOxg do homogeneizado de células de Sertoli, tampouco 
acharam estímulo na incorporação deste aminoácido provocado 
pela vitamina

Sabe-se que células de Sertoli somente proliferam 
rapidamente no período neonatal Cem ratos de 12-14 dias de 
idade a atividade mitótica é menor que 1%D, embora altos 
níveis de incorporação de ti midina sejam detectados por mais 
3 a 4 semanas CNAGY, 1972D O significado fisiológico para
esta alta taxa de incorporação de timidina ao DNA em células 
de Sertoli, em períodos de atividade mitótica baixa, é 
desconhecido GRISWOLD et al.C1975D descreveram que o 
tratamento de células de Sertoli obtidas de ratos de 10, 20
e 30 dias de idade com FSH ou dibutiril AMPc aumentava a 
incorporação de timidina ao DNA total e nuclear Já o maior 
aumento de incorporação foi observado em células de ratos 
mais velhos Esses autores desconhecem a natureza do DNA 
sintetizado, sugerindo que este fato possa estar associado á 
síntese de DNA durante a fase S na preparação da mi tose ou a
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outros tipos de incorporação de ti midina ao DNA 
relacionados, por exemplo, com mecanismos de reparação de 
DNA ou com repli cação parcial do DNA, como da 
heterocromatina nuclear ou amplificação gênica.

Posteriormente, GRISWOLD et al C1Q76} encontraram que 
20% das células de Sertoli em cultura sintetizavam DNA 
Resultados semelhantes foram achados por KIERZENBAUM et 
al C1980}, mostrando que, em culturas de células de Sertoli 
de ratos de 20-22 dias, 17-20% das células sintetizavam DNA 
e sofriam mi toses, apesar de seu potencial negligenciável de 
síntese de DNA e mitose “in vivo". Os autores descartaram a 
possibilidade da síntese de DNA estar acontecendo em células 
p en tubulares contami nantes ao determinarem, por técnicas 
imunológicas e auto-radiográfícas, a presença de ABP no 
citoplasma das mesmas células que incorporavam timidina.

O efeito do retinol sobre a incorporação de timidina 
ao DNA de células de Sertoli, relatado neste trabalho, pode 
estar relacionado com as proposições de GRISWOLD et 
al Cl975} e repetem o efeito descrito para o FSH.

No estudo do efeito da dose de retinol sobre a 
incorporação de t meti 1 -3H] ti mi dina ao DNA de células de 
Sertoli, verificou-se que, em pré-incubações por 48h com 
lOpM, a estimulação era significativa. Ao se analisar o 
efeito do tempo de pré-incubação com esta dose de retinol, 
demonstrou-se que, após 14h de tratamento, a incorporação já. 
era significativamente maior que nas células—controle. Na 
mesma série de experimentos, foi demonstrado que o retinol 
não alterou o "pool" ácido-solúvel de meti 1-ti midina, 
indicando que a vitamina não provocou aumento na captação 
de timidina

HUGLY e GRISWOLD Cl987}, observaram que os níveis dos 
mRNA de proteínas características da célula de Sertoli, como 
a transferrina e a gl1 coproteina sulfatada 2 CSCM-2}, 
estavam alterados em ratos deficientes em vitamina A A 
administração de uma dieta com retinol restabeleceu os
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níveis normais dos mRNA e a espermatogênese O fato do 
retinol não ter alterado a incorporação de uridina ao RNA 
total de células de Sertoli pode ser explicado pela sua 
atuação somente sobre os mRNA de proteínas específicas. O 
efeito seletivo sobre alguns tipos de RNA pode não ser 
detectado neste tipo de experimento Para tal, seria 
necessária uma análise qualitativa dos RNA de 
células—controle e de tratadas com retinol.

Os resultados apresentados até esta etapa do trabalho 
e os descritos por GALDIERI e MONACO Cl983) e por GALDIERI e 
NISTICO Cl 986) demonstram os efeitos esti mui atón os do 
retinol sobre a N-gl1 cosi1 ação de proteínas em células de 
Sertoli, sem esclarecer os mecanismos responsáveis pelos 
efeitos observados. Para tentar explicar oCs) mecanismoCs) 
peloCs) qual C is) o retinol estimula a sintese de 
N-glicoproteínas em células de Sertoli, passou-se a examinar 
os efeitos do retinol em sistemas isentos de células. Para 
isto, estudou-se a transferência de manose para dolicil- 
-fosfato, para dolici1-pirofosfori1-oligossacarídio e para 
proteínas em incubações de microssomas isolados de
cél ul as-control e e tratadas por 48h com lOpM de retinol em

14presença de GDP-[ C]manose
Nestes experimentos, demonstrou-se que a síntese de 

dolici1-fosfato-manose a partir de GDP-manose foi maior nas 
incubações de microssomas obtidos de células de Sertoli 
tratadas com retinol A análise cromatográfica do material 
solúvel na fase inferior de Folch mostrou que a
radioatividade migrava em um único pico com mobilidade 
relativa semelhante ao padrão de dolici1-fosfato-manose, não 
tendo sido detectada a presença de retini1-fosfato-manose

Após PARODI e LELOIR C1979) terem determinado que o 
intermediário lipídico na N-glicosilaçSo de proteínas em 
células eucanóticas era um dolici1 —pirofosfori1 —
-oligossacarídio, muito se tem discutido sobre a
importância da concentração celular de dolici1-fosfato na

131



regulação do processo CLUCAS e LEVIN, 1977} Muitos 
laboratórios têm estudado a regulação da síntese de dolicol 
e sua possível inter-relaçâo com a síntese de colesterol 
RAMACHANDRAN et al.Cl981D, demonstraram em células HeLa, 
que a dexametasona estimulava a síntese de dolicol, dolicil- 
-fosfato e dolicil-fosfato-manose, ao mesmo tempo em que 
inibia a síntese de colesterol.

A incorporação de [14C]acetato no colesterol não foi 
alterada pelo tratamento de culturas de células de Sertoli 
com retinol CLÚCIA H.MARTINI, tese de raestradoD.

Pelo Já discutido acima e descrito na introdução deste 
trabalho, a ativação da síntese de W-gli copr otei nas pode 
estar relacionada com o aumento da concentração de dolicil- 
-fosfato ou da atividade de glicosil-transferases, por 
estimulação dessas enzimas ou por incremento na sua síntese 
Ao analisar os efeitos da presença de dolici1-fosfato 
exógeno em incubações de microssomas de células de Sertoli, 
verificou-se um aumento significativo na síntese de 
dol1 ci1-f osf ato-manose

Com a finalidade de investigar se o efeito do retinol 
sobre a síntese de dolici1-fosfato-manose estaria
relacionado com uma maior disponibilidade de dolicil- 
-fosfato, incubaram-se microssomas de células tratadas com 
retinol e de células-controle em presença de quantidades 
saturantes de dolíci1-fosfato exógeno. Nas células tratadas 
com retinol, encontrou-se um claro estímulo na formação de 
dolici1-fosfato-manose em todas as concentrações de 
dolici1-fosfato exógeno testadas. Esses resultados indicam 
que o retinol, em células de Sertoli, exerce um efeito 
estimuiatór1 o sobre a dolíci1-fosfato-manose sintase CEC 
2. 4 1 83}. Entretanto, não pode ser excluída a
possibilidade de que também exista um aumento na 
disponibilidade de dol í ci 1 -f osf ato.

O controle hormonal da dolíci1-fosfato-manose sintase 
foi proposto por vários autores. Ao analisarem o efeito da
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adição de dolici1-fosfato exógeno em células HeLa tratadas 
ou não com dexametasona, RAMACHANDRAM et al.Cl 9813 e 
RAMACHANDRAM e MELNIKOVYCH C19863 descreveram um resultado 
similar aos aqui apresentados Verificaram então, que a 
resposta à adição do aceptor exógeno era maior nas células 
tratadas com o hormônio, sugerindo que a dexametasona 
poderia estar estimulando a dolici1-fosfato-manose sintase 
de maneira independente, não relacionada com a concentração 
de dolicol IUSEN et al Cl9843, ao determinarem que a 
N-glicosi1 ação em epidídimo de ratos estava sujeita à 
modulação por andrógenos, mostraram que o tratamento
hormonal não alterava a concentração endógena de dolicil- 
-fosfato A atividade da dolici1-fosfato-manose sintase 
epididimal, porém, apresentava uma forte dependência do 
estado androgênico do animal. Assim, a castração provocava 
uma diminuição na atividade da enzima que era restabelecida 
com administração de testosterona. Como as mudanças 
provocadas por andrógenos eram mais acentuadas quando 
expressas em função do conteúdo de DNA e como os hormônios 
esteróides atuam ativando a síntese de mRNA específicos, os 
autores propuseram que o aumento da atividade da 
transferase, encontrado nos animais tratados com andrógenos, 
poderia ser devido a uma estimulação na sintese da enzima.

Vários trabalhos têm demonstrado que a deficiência em 
vitamina A provoca uma redução na incorporação de manose em 
manolipídios e gl 1 copr oteí nas de fígado CSATO et al ,1978; 
DE LUCA et al ,19753 HASSELL et al . C19783 demonstraram que 
a administração de um excesso de r eti ni 1 -pal mi tato em 
ratos resultava em um aumento na incorporação de manose em 
glicolipidios e gl í copr otei nas, mas não de galactose. A 
etapa da rota de glicosi 1 ação na qual a vitamina A alteraria 
a incorporação de manose não foi esclarecida. RIMOLDI et al. 
C19903 sugerem que a redução da incorporação de manose 
durante a deficiência em vitamina A seja devida á inibição 
da síntese de GDP-manose
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Estudando os efeitos do retinol e do retini1-palmi tato 
sobre as atividades de glicolipídio e gl 1 coproteí na
galactosi1-transferase em membrana plasmática de fígado de 
ratos, CREEK e MORRÉ Cl9805 concluíram que a estimulação 
provocada pelo retinol na incorporação de galactose não era 
resultado de sua atuação com carregador intermediário de 
galactose.

DEUTSCH e LOTAN C19835, por sua vez, demonstraram que 
o ácido retinóico estimulava a incorporação de ácido siálico 
a proteinas em várias linhagens de células tumorais.

Nas incubações de microssomas de células de Sertoli com 
GDP-manose apresentadas e discutidas neste trabalho, também 
foi detectada uma estimulação na incorporação de manose no 
dolici1-pirofosfori1-oligossacarídio e em glicoproteinas nos 
microssomas isolados de células tratadas com retinol. Pode­
-se atribuir ao aumento da concentração de dolici1-fosfato- 
-manose a responsabilidade por este efeito.

Por outro lado a estimulação da incorporação de manose 
no dolici1-pirofosforí1-oligossacarídio nos microssomas de 
células tratadas com retinol também poderia indicar que o 
dolici1-fosfato-manose participa não somente como substrato 
para a a-manosi1ação, mas também como regulador da 
biossíntese do 1ipidio-pirofosfori1-oligossacaridio. Isto 
foi demonstrado por KEAN C1982, 1983 e 19855, em retina de
pintos, determinando que o dolici1-fosfato-manose era efetor 
alosiénco da UDP-N-aceti 1 -gl icosami na-dol i ci 1 -
-N-aceti1-glicosamina -1- fosfato transferase.

Outro dos efeitos encontrado foi o aumento da 
transferência do oligossacarídio para a proteína. Tal efeito 
pode ser explicado pelo simples aumento do substrato ou por 
um fenômeno similar aos descritos por vários autores que 
mostraram a regulação por hormônios da oligossacaridio— 
-transferase SINGH e LUCAS C19815 demonstraram que o 
tratamento com estr ógenos estimulava a atividade de uma 
oligossacar1dio-transferase em oviduto de galinha. FRANC et
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al C1984D observaram que a tireotropina estimulava a
atividade de várias glicosil-transferases, distribuídas ao 
longo do processo de N—glicosi1ação Cmanosil- e glicosil-, 
galactosil- e siali1-transferase e oligossacarídio- 
-transferasel, sendo que foi notado maior efeito
estimulatório sobre a oligossacarídio-transferase

É um fato conhecido que os hormônios esteróides e 
tiroideos atuam sobre receptores nucleares estimulando genes 
específicos Os trabalhos de GIGUERE et al.C1987}; PETKOVICH 
et al Cl987}; DARMON Cl 990} e WOLF Cl990} sugerem que o 
mecanismo de ação da vitamina A seria bastante semelhante ao 
dos hormônios esteróides e da tireóide, envolvendo a
ativação de genes específicos No entender destes 
pesquisadores, isto colocaria o retinol na categoria dos 
hormônios que regulam o crescimento e a diferenciação
celular. A glicosilação de proteínas está estreitamente 
relacionada com os processos de diferenciação celular. Em 
vários trabalhos citados nesta discussão, estão descritos 
efeitos de esteróides e de hormônios da tireóide sobre a 
glicosilação de proteínas ESKILD et al.C1991} encontraram 
altos níveis do receptor do ácido retinóico Ctipo RARoO em 
células de Sertoli. Baseados nos resultados obtidos no 
presente trabalho e nos de outros autores aqui citados, 
sugere-se a possibilidade de que a vitamina A Cna forma de 
retinol ou de ácido retinóico} possa atuar sobre a 
glicosilaçâo de proteínas em células de Sertoli, via 
ligação com seu receptor nuclear.

Os resultados apresentados demonstram que o retinol 
estimula a atividade da dolici1-fosfato-manose sintase CEC 
2 4 1  83} em culturas de células de Sertoli. Tomando em 
consideração os efeitos sugeridos para diferentes hormônios 
sobre a atividade das enzimas envolvidas na síntese do 
1ípidio-pirofosfori1-olígossacarídio, na sua transferência 
para a cadeia polípeptídica e na analogia proposta entre as 
ações da vitamina A e as de alguns hormônios, uma explicação
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similar poderia ser aplicada aos aumentos encontrados na 
síntese do dol1 ci1-pirofosfori1-ol1 gossacaridio e de
N-gl1 coproteí nas
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V CONCLUSÕES

CIO Na caracterização das classes de glicoproteinas 
constituintes das células de Sertoli, constatou-se 
a} A existência de aproximadamente a mesma proporção C50%D 
de O- e N-glicoproteinas
b} A ánalise dos oligossacaridios constituintes dessas 
glicoproteinas demonstrou a existência de glicídios neutros 
Cgalactose, manose e fucoseD e carregados Cgalactosamina, 
glicosamina e ácido N-aceti1-neuraminico). Essa composição 
em glicídios é uma confirmação da presença de O- e 
N-gl1 coproteinas em células de Sertoli.
c2> A presença de f ucose, galactose e de ácido N-aceti 1- 
-neuraminico sugere a existência de N-glícoproteinas do tipo 
complexo
dZ) O tratamento com endogli cosi dase H demonstrou que cerca 
de 20% das N—glícoproteinas encontradas em culturas de 
células de Sertoli mantidas nas condições utilizadas neste 
trabalho são do tipo "high mannose"

C2D Ao analisar as diferentes etapas da biossíntese de
3N-glicoproteinas, usando [2- H]manose como precursor 

radioativo, determinou-se que a incorporação de manose nos 
gl1 colipidios intermediários dessa rota, no "pellet"
protéico delipidado e nas proteínas secretadas foi crescente 
com o tempo de incubação com o açúcar radioativo. Os 
resultados ainda sugerem a existência de uma cinética de 
precursor produto

C32) O tratamento de culturas de células de Sertoli com 
retinol aumentou a incorporação de manose no dolicil- 
—pirofosfori1 —ol1 gossacarídio e nas glicoproteinas. Este 
efeito foi encontrado em incubações com lOpM de retinol



C45 As análises cromatográficas dos compostos solúveis na 
fase inferior da partição de Fo3 ch e C/M/HzO Cl 1 0.35 
demonstraram a existência de picos de radioatividade com 
mobilidade relativa semelhante aos padrões de
dolici1-fosfato-manose e dol i ci 1-pi r of osf or i 1 -
-oli gossacari dl o

C55 O tratamento com 10pM de retinol não afetou os conteúdos 
celulares de DNA, RNA e proteinas Também não foi afetada a 
incorporação de uridina ao RNA e de leucina em proteinas

C65 O tratamento com retinol aumentou a incorporação de 
meti1-ti midina ao DNA de culturas de células de Sertoli 
Esse efeito é significativo com a dose de 10/ljM e já é máximo 
com 14h de tratamento das culturas com a vitamina A

C75 Os experimentos com microssomas isolados de células de 
Sertoli demonstraram que o tratamento com retinol aumentou a 
atividade da dolici1-fosfato-manose sintase e possivelmente 
de outras enzimas envolvidas na rota de glicosi 1 ação.

Outros autores já haviam determinado a regulação da 
dolici1-fosfato-manose sintase por hormônios, mas esta foi 
a primeira demonstração de sua regulação pelo retinol 
Também foi a primeira demonstração de uma ação regulatória 
exercida pela vitamina A ao nivel da síntesedo dolicil- 
-pirof osf or1 1-olígossacarí dio
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