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receptor nuclear (o0 para o acido retinéico
proteina plasmatica carregadora de retinol
Acido ribonucléico

soro fetal bovineo

glicoproteina sulfatada - 1 e 2

testiculos enriquecidos em células de Sertoli
Acido tri-cloroacético

fator de crescimento de transformag3o - 3
cromatografia em camada delgada
transtirretina

uridina difosfato N-acetilglicosamina
uridina difosfato glicose

animais deficientes em vitamina A
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RESUMO

Esta tese pretendeu 1nvestigar efeitos do retinol sobre
a N-glicosilag3o de proteinas em células de Sertola As
células de Sertoli desempenham papel 1mportante no suporte e
controle da esper matogénese Além disso, parecem ser
células alvo da vitamina A, substancia que exerce efeitos
modul atérios importantes sobre a espermatogénese. Na
primeira fase deste trabalho, esbeleceram-se algumas

caracteristicas das glicoprotefinas de células de Sertol: A

hidrélise adcida forte de proteinas marcadas com
[l—SHngicose indicou a presenga de galactose, fucose,
manose, N-acetil-galactosamina e N—acetil —glicosamina

Também fo1i detectada a presenca de Acido

N-acetil -neuraminico Cerca de B0¥% das glicoprotefinas das
células de Sertola s3o N-glicosiladas. A seguir,
estabeleceu-se em que condig¢gdes as culturas de células de

Sertoli, obtidas de ratos Wistar de 18 dias, 1i1ncorporavam

manose em glicoproteinas e nos glicolipidios
intermediirios A anilise cromatografica das fragdes que
continham os glicolipidios 1ndicou a formag3o de
dolicil -fosfato—manose e de dolicil-

—pirrofosforil-oligossacaridio Para determinag3o dos efeitos
do retinol em culturas de células de Sertoli, estas foram
pré—-incubadas com 10uM de retinol por 18, 38, 48 e 1850h
antes da adig¢fo do precursor radiocativo. O retinol induziu
um aumento significativo na 1ncorporagdo de manose no
dolicil-pirofosforil-oligossacaridio em todos os tempos
estudados. Também foi detectado um aumento de 1ncorporagfo
de manose em glicoproteinas 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 10,0uM de retinol n3o
alterou a incorporagfo de manose no dolicil-fosfato. o
tratamento com 10,0uM de retinol aumentou significativamente

a i1ncorporagdo de manose no dolicil-prrofosforail -
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-oli1gossacaridio e em glicoproteinas. 0] aumento na
glicosilag83o de proteinas, provocado pelo retinol, nf%o foi
devido a uma estimulagio na sintese protéica o retinol nfo
afetou os conteudos celulares de DNA, RNA e protefnas. O
retinol induziu um aumento significativo na incorporac¢fo de
[metil-Hltimidina no DNA, mas nfo alterou a incorporagio de
[5,6—3H]uridina no RNA e de [U-'*Clleucina em proteinas. A
sintese de dolicil-fosfato-manose mesmo na presenga de
dolicil-fosfato exdgeno, fol malor nas i ncuba¢&es 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 estimulagfo na atividade de dolicil-fosfato-

manose si1intase.
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ABSTRACT

This work reports studies about the effects of retinol
1n  N-glycoprotein synthesis in Sertol:r cells cultures
Sertol:r cells are secretory cells that play a major role 1in
support and control of spermatogenesis. Indeed, Sertoli
cells seem to be the target of vitamin A’'s important
modulatory effects on normal spermatogenesis. Strong acid
hydrolysis of proteins labelled with [1—3H]glucose
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
Zertoli cells it was utilized (2-Hlnannose as precursor and
the glicolipids 1ntermedilates were separated and
characterized by TLC Sertolir cell cultures obtained from
19-days—-o0ld rats were preincubated with 10uM retinol for 16,
36, 48 and 150h before adding the radicactive precursor
Retinol 1nduced a statistically significant increase 1nto
dolichol -linked oligosaccharides; it also caused an 1ncrease
1in mannose incorporation into glycoproteins at 36 and 48h A
dose response study was conducted by preincubating cultures
with 0.1, 1.0 or 10uM retinol for 48h. Retinol did not
affect the mannose incorporation into dol-P-man, however
retinol 10uM 1ncreased mannose 1ncorporation 1nto
dol -PP-oligosaccharides and i1nto glycoproteins. The augment
1in protein glycosilation 1s not due to retinol action on
proteln synthesis: retinol had noe effect on cellular
contents of DNA, RNA and proteins Retinol 1nduced a
significant increase in [methyl—aH]thymidine into DNA, but
had no effect on incorporation of [5.6—3H]ur1dine into KNA
and of [U-'*Clleucine into proteins Dol-P-man synthesis was
higher 1n microsomes of treated cells than 1n control cells
These results showed that the retinol effect was at least

due to stimulation of dolichyl phosphomannose syntase
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I  INTRODUCXO

I.1 ESTRUTURA DO TESTtCULO EM MAMtFEROS

O testiculo dos mamiferos ¢ dividido em duas partes: o
intersticio e os tubulos seminiferos. No intersticio, entre
muitos tipos celulares, est8o as células de Leyd:irgqg,
reponsAveis pela sintese de andrégenos, horménios que est3o
envolvidos no desenvolvimento das caracteristicas sexuais
masculinas primarias e secundarias e no processo de
esper matogénese Os tubulos seminiferos, no adulto, sio
constituidos por uma populagfo n3o proliferativa de células
suporte Ccélulas de Sertolid e por uma popul agdo
proliferativa, composta pelas células germinativas
Cespermatogénias, espermatédcitos e espermitides).

No processo espermatogénico, as células germinativas,
sempre em estreita associagZo com as células de Sertol:,
migram para o ldimen dos tubulos seminiferos, enquanto se
transformam de espermatogdénias em espermatozédides C(FIGURA

I 15.

I 1.1, Desenvol vimento Testicular:

O desenvolvimento dos testiculos em mamiferos ¢é um
processo longo e continuo, Qque inicla no feto, com a
diferenciag8o sexual das gdnadas. O desenvolvimento pés -
natal ¢ dividido em trés fases: 1) 1impubere; 23> pré -
pubere; 3) adulta. A duragfo destas fases difere de espécie
para espécie CCOUROT e KILGOUR, 18845, Existem
caracteristicas histolégicas especificas de cada uma das

fases do desenvolvimento dos tubulos seminiferos. No feto e
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FIGURA I.1 REPRESENTAGXO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DOS
TESTtICULOS EM MAMIFEROS

Os tubulos seminiferos est3o representados em maior detalhe.
As células germinativas em diferentes estagios do
desenvolvimento est3o 1localizadas entre as células de
Sertoli e circundadas pelo seu citoplasma. O limite do
tdbulo ¢ formado pela lAmina basal e pela lamina prépria,
subdivididas em diversas camadas.

Reproduzido com modi ficag8es de SKINNER 19815 e
TOEBOSCH (19S0).



em testiculos 1mpUberes, os tubulos s3o povoados por dois
Ltipos celulares' células de suporte, precursoras das células
de Sertoli do adulto, e células germinativas primordiais ou
gondcitos. Os nulcleos das células de suporte se localizam na
periferia dos tdbulos e o seu citoplasma se direciona para o
centro Nesta fase, os tdbulos ainda n8o tém lumen. As
células germinativas ficam inseridas no citoplasma das
células de suporte. O nUmero de células de suporte é muito
maior que o de células germinativas, existindo mitoses nas
duas popul agBes celulares A vel ocidade maxima de
proliferag3o das cé¢lulas de suporte ocorre antes do inicilo
da espermatogénese e cessa nas primeiras fases deste
processo (COUROT e KILGOUR, 19884).

A fase pré—-pubere ¢ caracterizada por um periodo de
rapido crescimento testicular, quando se inicia a
espermatogénese. A populagfo celular das gdnadas aumenta
drasticamente, os gondécitos se transformam em
espermatogdnias, iniciando as trés fases do desenvolvimento
das células germinativas. Na primewra fase, as
espermatogénias indiferenciadas proliferam, dando origem a
espermatogédnias diferenciadas e a uma nova gerag8o de
espermatogénias indiferenciadas. As espermatogénias
diferenciadas d&o origem aos espermatédcitos. Na segunda
fase, os espermatédcitos sofrem divisBes meidticas formando
espermatides hapléides. Na terceira fase, as espermatides se
diferenciam em espermatozdides em um processo chamado de
espermiogénese C(CLERMONT, 1972).

Os complexos juncionals que se formam entre células de
Sertoli adjacentes d%o origem A& barreira hemato-testicular,

dividindo os tubulos seminiferos em dois compartimentos: o

basal, que contém espermatogéni as e espermatécitos
primarios, e o adluminal, que contém espermatédcitos e
espermatides CFIGURA I.25. Da passagem seletiva de

substAncias através desta barreira e da secregfo ativa de

, compostos produzidos pelas células de Sertoli, provavelmente



resulta o meio ideal para o desenvolvimento das células

germinativas C(SKINNER, 1991)

tdbulo
limen

barreira
hemato-testcular

FIGURA I 2 REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA LOCALIZAGXO DA
BARREIRA HEMATO-TESTI CULAR
Reproduzido de TOEBOSCH (1990D.

As células presentes na primeira fase da
espermatogénese estdo todas no compartimento basal dos
tdibulos seminiferos. Durante a primeira fase da meiose, os
espermatédcitos siao transportados através da barreira hemato
- testicular e entram no compartimento adluminal C(RUSSEL e
PETERSON, 198%5). As espermitides, hapldédides, n3o se dividem
mals, sofrendo um processo de diferenciag3%o via Golgi-,
cap-, acrossoma- e uma fase de maturag&o para se
transformarem em espermatozéides C(LEBLOND e CLERMONT, 1952

a,b)

I 1.2 O Ciclo do epitélio seminifero

A anilise da seg3o transversal de um tdbulo seminifero
de um rato adulto mostra uma ou duas ger acgtes de
espermatogdédni as, espermatécitos e espermatides, além das
célul as de Sertol:. Os diferentes tipos de células
germinativas n8o ocorrem randomicamente, mas determinados
estAgios de espermatides est83o associados com geragdes
definidas de espermatécitos e espermatogébnias. Em ratos,

foram descritos 14 tipos de associagdes, chamadas de



estagios do epitélio seminifero . Os estigios aparecem em
sequéncia temporal definida A série completa dos estagios
corresponde a um ciclo do epitélio seminifero, que em ratos
dura cerca de 13 dias CLEBLOND e CLERMONT, 1952b;
CLERMONT, 1972; PARVINEN, 1982). A espermatogénese completa,
em ratos, leva aproximadamente SO dias CCLERMONT, 1972>
(FIGURA I.3

Células de Sertoli e germinativas interagem
intensamente, e as propriedades das células de Sertoli
variam durante os diferentes estagios do ciclo do epitélio
seminifero CPARVINEN, 1882).

A ligagdo maxima do FSH a4s células de Sertoli ocorre
no estidgio I, sendo relativamente baixa no estagio VII. A
secreg8o de protefinas pelas células de Sertoli também é
estidgio—-especifica. O ativador de plasminogénio é secretado
principalmente nos estigios VII e VIII, a secre¢g3o da
proteina ciclica-2 (CP-2) ocorre principalmente no estagio
V1, sendo negligenciavel nos outros estagios. A secregf8o de
ABP (proteina carregadora de andrégenos? eleva-se entre os
estiagios VII e XI, sendo maxima no estagio VII, embora esta
protefina seja secretada em quantidades consideraveis nos
outros estiagios do ciclo C(PARVINEN, 1982). A secreg¢doc de
inibina diminui nos estiagios VII e VIII C(GONZALES et al,
1989) A influéncia do estiagio do epitélio seminifero sobre
a secregio de produtos das células de Sertoli pode indicar a
influéncia de uma determinada protefina para o
desenvolvimento de um tipo especifico de célula germinativa
esou efeltos das células germinativas scobre as células de
Sertoli C(TOEBOSCH, 1990). Estas hipéteses podem apontar o
fato de que as células de Sertoli “in vivo"™ tem uma

atividade ciclica dependente de sinais extracelulares.
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FIGURA I 3 MAPA REPRESENTATI VO DOS ESTAGIOS DA
ESPERMATOGENESE
Os nUmeros romanos representam os diferentes estagios do
epitélio seminifero CI-XIVD. As letras indicam os tipos
celulares: A, espermatogbnia tipo A; In, espermatogdnia
tipo intermediario; B, espermatogdnia tipo B, P,
espermatédcito pré-leptoténico; L, espermatédcito leptoténico;
2, espermatécito zigoténico, P,espermatédcitos paquiténicos;
Di, diacinese; 11, espermatécito secundario; 1-18, estaigios

da espermiogénese.

Reproduzido de PARVINEN (1982).



1.1.3 Regulag¥c da espermatogénese

Os dois compartimentos testiculares respondem a
gonadotrofinas diferentes. As células de Sertoli, nos
tdbulos seminiferos, respondem ac FSH. As ceélulas de Leydig,
no intersticio, respondem ao LH, produzindo testosterona.

A iniciag%o da espermatogénese e a sua manutenc2o sfo
dependentes de FSH e testosterona. As células de Sertola
possuem receptores para estes dois horménios, sendo
geralmente aceito que os efeitos do FSH e da testosterona na
espermatogénese s%o mediados pelas células de Sertoli. O
FSH e a testosterona exercem multiplos efeitos nas células
de Sertoli, como por exemplo, a estimulagdo da produgZo de
proteinas como a ABP e a inibina. A glicoproteina inibina
inibe a secreg3c de FSH pela hipéfise, formando um sistema
de '"feed-back'" negativo entre os testiculos e a hipdédfise.
Outro importante “feed-back®' negativo envolve a inibig3o da
liberag8oc de gonadotrofinas pela testosterona circulante
CTOEBOSCH, 1990>. A FIGURA I.4 representa esquematicamente o
descrito acima.

A habilidade de células interagirem e se comunicarem é
um fenédmeno bioldégico desenvolvido com a evolug3o dos
organismos multicelulares. As interag8Ses célula-célula podem
ser classificadas em trés categorias: ambientais,
nutricionais e regulatérias C(SKINNER, 1991>. A TABELA I.1
mostra as interag®es possiveis entre as principais células
testiculares. As mais 1importantes interag@es ambientais
ocorrem entre células de Sertolli e germinativas e entre
células de Sertoli e peritubulares. Entre células de Sertoli
e germinativas existe também uma interagfo nutricional.
Interagdes regulatérias ocorrem entre todos os tipos

celul ares considerados.
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FIGURA I 4 DI AGRAMA ESQUEMATICO DOS COMPONENTES
ANATOMI COS FUNCIONAIS DO TESTtCULO
HUMANO

LH-RH-FSH-RH, fatores liberadores das gonadotrofinas; LH,
horménio luteinizante; FSH, horménio foliculo estimulante;
C+D indica efeito estimulatério e (=D indica efeirto

1nibitériodo horménio

Reproduzido de SMITH et al.C1983)D.



TABELA I 1
CLASSIFICAGXO DAS INTERAQCOES CELULA-CELULA NO TEST1CULO:

Interag¢so Ambiental Nutricional Regulatdéria
Sertoli~

Germinativa sim sim sim
Peritubular~/

Sertoli sim ndo sim
Sertolis

Leydig n&o nio sim
Leydig~r

Peritubular nio ndo sim

Tabela reproduzida de SKINNER (1991).

Além dos citados, muitos outros horménios e fatores de
crescimento exercem seus efeitos sobre as células de
Sertoll, como por exemplo a insulina e IGF-I Cinsulin-like
growth factor) cujos receptores nestas células J& foram
identificados CBORLAND et al. ,1984; OONK e GROOTEGCED, 1987,
1988>.0s fatores de crescimento podem atuar como fatores
autédcrinos e paracrinos regulando as interagdes entre varios
tipos de células testiculares. Uma proposta de regulagfo
estd na FIGURA I.85, entretanto deve-se observar que a
maioria destas intera¢g@es requer ainda investigag®Bes para
demonstrar sua importancia fisiolégica.

A andlise das interag®es célula-célula no testiculo
mostra que as ag8Bes do sistema endécrino s3o frequentemente
e 1ndiretamente mediadas por interag®es celulares locais
CFIGURA 1.6D. As células de Leydig respondem ao LH
aumentando a produg3o de andrégenos. A resposta ao LH, no
entanto, desencadeia uma cascata de eventos: os andrégenocs
atuam nas células peritubulares promovendo a produgio de
P-ModS C(proteina reguladora da célula de Sertolid, que por
sua vez, atua nas células de Sertoli, influenciando ag8es
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 germinativas por alterar a
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IL-1, interleuquina 1; TGF, fator de crescimento de

transformag8o celular; IGF, fator de crescimento semelhante

a i1nsulina; FGF, fator de crescimento de fibroblastos; NGF,
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FIGURA I 6

P-mod-S, proteina moduladora da célula de Sertoli.
Figuras retiradas de SKINNER C19915.
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interac3c entre as células de Sertoli e as mesmas. As
células de Sertoli também parecem produzir fatores FSH-
~dependentes que podem influenclar as células de Leydig
C(SKINNER, 1891D).

I 1 4. Células de Sertoli:

Enrico Sertoli, em 1885, fol o primeiro autor a
descrever a existéncia de uma populag8o de células
somiaticas no testiculo com o possivel papel de suporte e
nutri¢¥o das células germinativas. Sertoll estabeleceu,
depolis de dissociar o epitélio seminifero com cloreto de
mercurio, que as células de suporte eram células piramidais
com ramificagles que se estendiam pelo ldimen do tudbulo,
mantendo estreita associagZoco com as células germinativas
CFAWCETT, 1975).

O uso de técnicas de microscopia eletrénica mostrou
que a morfologia das células de Sertolli era muito mais
complexa. Perto da base, células de Sertoli adjacentes
formam jung®es estreitas Ctight junctions) responsaveis pela
formag3o da barreira hemato ~ testicular. No lado adluminal
da barreira, as células de Sertoli possuem projegbes
CramificagBes) que circundam as células germinativas
CRUSSEL e PETERSON, 1985).

KERR e DE KRETSER (1978) mostraram que as gotas de
gordura presentes no citoplasma das células de Sertoli
apresentam varia¢Bes com o estagio do ciclo espermatogénico.
Estudos auto-radiograficos em camundongos demonstraram a
existéncia de varia¢g®es nos padr@es de marcag8o com
(’Hluridina e [’HlamincAcidos em células de Sertoli dentro
de Areas adjacentes ao epitélio seminifero, indicando
atividades metabdlicas diferentes C(KIERSZENBAUM e T1RES,
1981) Variagdes ciclicas, estAglio-dependentes, foram
observadas na ultra-estrutura das células de Sertoli,

refletinde mudangas na atividade da célula necessarias para

a manutengfo da espermatogénese (KERR, 1988D.
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Em ratos, as células de Sertoli, se multiplicam
durante os periodos fetal e pré-puberal, ndo proliferando
mais aproximadamente a partir dos 16 dias de vida
C(STEINBERGER e STEINBERGER, 1871; ORTH, 1982) Durante a
fase inicial da espermatogénese, até aproximadamente 16 dias
de i1dade no rato, as células de Sertoli sofrem um processo
de amadurecimento, continuando a crescer em tamanho e
formando ramifica¢®es, tornando-se aptas a exercerem suas
fung®Bes de suporte e nutrig8o das células espermatogénicas.

VArios produtos secretérios da célula de Sertoli estlo
representados na FIGURA I.7. As células de Sertoli produzem
metabdélitos energéticos, como o lactato, que é usado pelas
células germinativas, e uma série de proteinas com fung8es

1mportantes na espermatogénese

Efetor Produto

Cel . Germinativas ABP

Cel. Peritubulares Ceruloplasmina

FSH CMB-1Ctestibuminad
e CMB-2

Glucagon ! Inibina

ULA

Insulina CELUL IGF-1

IGF-1 DE Lactato

Reti1inol MIS

Testosterona SERTOLI gzz?ngofzzizginos
Ativador de
plasminogénio
CRBP
SCM-1 e SCM-2
Transferrina

FIGURA 1.7 PRODUTOS DA CELULA DE SERTOLI E FATORES QUE
INFLUENCIAM A SUA PRODUGXO
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WRIGT et al.(1981) estudaram os produtos de secreg8o
da célula de Sertoli, demonstrando a existéncia de
secreg%o de proteinas especificas testiculares Cencontradas
somente no flufido luminar) e de outras proteinas que s3o0
encontradas também na circulag8o geral. A produgdo e
secregdo de multos destes compostos ¢ regulada por diversos
fatores hormonais, incluindo FSH e testosterona e por
interag8es entre os diversos tipos celulares presentes no
testiculo. Esta regulag8o tem lugar em diversos niveis do
processo de produg8o, na transcrig3o, na tradug3o e em
modificag®es pés—-translacionails.

O ABP fol um dos primeiros produtos da célula de
Sertolli a ser identificado. E geralmente aceito que o FSH e
a testosterona estimulam a secreg8o e a express3o do mRNA do
ABP "in wvivo" Em culturas de células de Sertoli, o FSH & o
principal regulador C(PEREZ-INFANTE et al.,19886; JOSEPH et
al ,13888).

A transferrina é outro dos produtos da célula de
Sertoli, sendo a sua secreg3o estimulada por FSH, insulina,
retinol e testosterona C(SKINNER e GRISWOLD, 1982>. Um
pequeno efeito estimulatério produzido pela testosterona foi
descrito por PEREZ-INFANTE et al.C1988) e HUGGENVIK et
al.C1987),

A inibina é um membro da familia TGF-f3 de fatores de
crescimento que inclui outros produtos da célula de Sertoli:
a ativina, a substancia inibidora do ducto de Muller (MISD) e
o préprio TGF-3. A 1nibina é contituida por 2 subunidades,
chamadas o e (3. Existem dois tipos de subunidade 3 Cﬁae ﬁb).
que formam duas inibinas diferentes. TOEBOSCH et al. (1989
estudaram os efeitos do FSH e da testosterona sobre a
produgd3o e secregd3o de inibina, concluindo que o FSH
estimula a produg3o e a secregd3o de inibina, enquanto a
testosterona parece n%o ter efeito. As ceélulas
peritubulares também parecem influenciar a express3o do mRNA

da subunidade a da inibina CTOEBOSCH et al., 1988D).
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As ativinas d(dimeros f3afia e afbd tém atividade
estimulatéria sobre a liberag3o de FSH pelas células
hipofisarias C(TOEBOSCH et al.,1988) O TGF-p3 ¢
constituido por duas subunidades muito semelhantes & cadeia
3 da 1nibina e sua ag%o ¢ semelhante a da ativina (MASSAGUE,
19875

Além . do papel no sistema de “feed-back "
cérebro-testiculo C(CULLER e NEGRO-VILAR, 19888), a inibina
testicular parece estar envolvida em a¢®es paracrinas no
testiculo HSUEH et al.(1987> descreveram a ag¢3o das
inibinas e ativinas na modula¢fo da esterolidogénese pelas
células de Leydig.

O transporte intracelular de substaAncias produzidas
pelas células de Sertoli parece ser essencial para a
espermatogénese. Proteinas produzidas pelas células de
Sertoli, como jA descritas anterirormente, tém efeitos sobre
) desenvol vimento das células germinativas. Sitios
especi{ificos para 1ligag3o do ABP foram encontrados em
espermatécirtos paquiténicos e, para a transferrina, em
espermatédcitos e espermatides JCSTEINBERGER et al ,1984;
SYLVESTER e GRISWOLD, 1984). A presenga de receptores para a
transferrina nas células germinativas e a complexa regulagdo
da secre¢fo de transferrina pelas células de Sertoli sugerem
que a transferrina testicular esou o ferro sejam i1mportantes
no desenvolvimento das células germinativas, principalmente
porque a transferrina sérica n3o pode ser transportada
através da barreira hemato-testicular. Outras possiveis
fung®es para a transferrina, como fator de crescimento ou
agente protetor, necessitam de maiores investigag¢des
CTOEBOSCH, 1890>.

FUGASSA et al (198875 demonstraram que a triiodotironina
CT3) diminui a produgfo de ABP por culturas de células de
Sertoli, sugerindo uma agfo regulatéria direta dos hormédnios
da tiredide sobre a fungdo reprodutiva masculina.

As células peritubulares parecem estimular a secregdo
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de ABP por culturas de células de Sertoli, tratadas ou nio
com FSH;, existindo uma correlag3o positiva entre o numero de
células peritubulares adicionadas as culturas de células de
Sertoli e a quantidade de ABP secretada C(HUTSON e STOCCO,
1981).

LACROIX e FRITZ (1982> estudaram o controle da sintese
e da secreg3o por células de Sertoli de uma glicoproteina
com ag8o de ativador de plasminogénio, demonstrando o efeito
estimul ador produzido pelo FSH e pelo dibutiril AMP ciclico.
MARZOWSZI, et al.C1985> sugeriram a existéncia de duas
formas de ativador de plasminogénio, sintetizadas por
células de Sertoli em cultura, uma secretada e outra que
seria uma enzima associada & membrana. A enzima de membrana
deve atuar como re-estruturadora de componentes de membrana
nas i1nterfaces célula-célula. A secretada atuaria em sitios
mais distantes do epitélio seminfifero ou teria uma atividade

fibrinolitica como os ativadores de plasminogénio séricos
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I 2 GLICOPROTEINAS

A formag3o de protefnas biologicamente ativas envolve
murtas etapas, além da sintese da cadeia polipeptidica Uma
das mais complexas e, talvez por 1sto, uma das mais
1ntensamente estudadas ¢ a glicosilagfio. Um grande ntmero de
proteinas de diversas origens e fungd®es bioldgicas sio
conhecidas por conterem carboidratos ligados covalentemente,
sendo classificadas como glicoproteinas. Existem duas

classes principais de glicoproteinas: as N-glicoproteinas,

em que a porg¢io carboibrato, 1niclrada por
N-acetil-glicosamina, estid ligada ac 4tomo de nitrogénio
amida da cadeira lateral de uma asparagina e as

O-glicoproteinas, nas quals a porg3o carboibrato, iniciada
por uma N-acetil-galactosamina, esta ligada ao 4&tomo de
oxigénio da cadeia lateral de uma serina ou treonina As
O—-glicoproteinas de fungos e leveduras diferem das dos
animais superiores, por apresentarem a porg3o carboidrato
ligada & cadeia polipeptidica através de uma ligaglo
o—-manosil. Existem também glicoprotefinas, como o coléageno,
que n3o podem ser classificadas dentro das duas classes
principais No colAdgeno, a por¢g8o glicidica esta ligada ao
dtomo de nitrogénio amina da cadeia lateral de uma lisina
por uma liga¢do f3—galactosil.

As N-glicoprotefinas podem ser divididas em duas
classes principais. as complexas que contém N-acetil-
~glicosamina, manose , galactose, fucose e acido sialico, e
as com alto conteddo em manose (high mannose) que contém
N-acetil-glicosamina e uma quantidade variavel de unidades
de manose Os dois tipos tém sempre como nucleo comum o
pentassacar{dioc mostrade na FIGURA I B, C STANELONI e
LELOIR, 18982D.

Apos LELOIR et al.C1950> terem descoberto os
nucleotidios—-agucares, lniciraram-se os estudos sobre as

glicosil-transferases, enzimas que catalisam a transferencia
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de unidades de agucares para glicoproteinas e
cligossacaridios Esta transferéncia, em muitos casos, ndo &
feita diretamente do nucleotidio-agicar para estes
compostos O glicidio ¢ ligado intermediariamente a um

lipfdio C(ROTHFIELD e ROMEO,1971; LENNARZ e SCHER, 1872).

R Man

\-U-s |

Man B=% GlcNAc 2% GleNAc -B Asn

R —— Man//‘Z‘-3 |

FIGURA I 8. ESTRUTURA DAS N-GLICOPROTEINAS
R = (Mandn + Alto contetdo em manose..
R = (Siald (Gald GlcNAc - Complexas; os residuos entre

parenteses podem estar ausentes.

A sintese das N-glicoproteinas ¢é 1iniciada pela
formagio do oligossacaridio [GlcsManoGlcNAczl. ligado a um
carregador lipidico por uma ponte de pirofosfato CSTANELONI
¢ LELOIR, 1979). Estes lipidios envolvidos na glicosilagdo

de residuos de asparagina em proteinas sdo
poli —-isoprendides, pertencentes a classe dos terpenos, que
apresentam na porg¢g3o terminal um 4lcool primario. Sua

estrutura e biossintese foi discutida por BEYTIA e PORTER
19762 A presenga ou nZo de uma liga dupla na unidade
a—isoprénica (do grupo alcodlicod permite classificar estes
lipfdios em poliprendis oa—-insaturados (por exemplo: o]
undecaprenol ) e o-saturados (dolicol)d. Nos organismos
superiores, o numero de unidades isoprénicas varia de 18 a
22, sendo a unidade a-i1soprénica saturada CFIGURA I.9D.

O lipidio intermediario tem como fungfo permitir a

sintese de macromoléculas em meio lipofilico d{membrana
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celular), a partir de um precursor hidrofilico.

CH ?H,

HCCH_.- € = CH - CH )r - CH, - CH - CH_,- CH_.-
1

e 2 b P& 2

FIGURA 1.9 ESTRUTURA DO DOLICOL NOS ANIMAIS SUPERIORES

n =17 - 21 unidades 1soprénicas
I 21 Topografia da N-glicosilag8o de proteinas
A biossintese da por¢&o oligossacaridica das

N—glicoproteinas é feita em vArias etapas:

1°>  Um lipfdio-pirofosforil -oligossacaridio ¢ sintetizado
pela transferéncia sequencial de agdcares de um nucleotidio
agUcar ou de um lipifidio fosfato monossacaridio doador para
um dolicil fosfato que atua como carregador lipidico.

2% o oligossacaridio formado ¢ transferido em bloco para a
cadeira polipeptidica nascente

3% 0 oligossacaridio ligado A proteina ¢ processado (perda
e adig¢3o de agucares periféricos) por rea¢gdes que iniciam no
reticulo endoplasmidtico e continuam durante seu transito

pelo complexo de Golg:

A biossintese do lipidio-PP-oligossacarfidio no reticulo

endopl asmatico rugoso, pelo chamado ciclo do dolicil-fosfato,
esta esquematicamente 1lustrado na FIGURA I.10.

A sintese ¢ 1niciada pela reag3o catalisada pela
UDP-N-acetil -glicosamina * dolicil -N- acetil-glicosamina-1-
~fosfato transferase.

UDP-GlcNAc + Dol-P ———» Dol -PP-GlcNAc + UMP

A seguir, sZ%o transferidas em seqtiéncia outra unidade
de N-acetil-glicosamina e cinco unidades de manose, doadas
respectivamente por UDP-N-acetil-glicosamina e GDP-manose.

As quatro unidades de manose e as trés de glicose, que
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entram posteriormente, s%o doadas por dolicil-fosfato-manose
e dolicil-fosfato-glicose, formados a partir de dolicil-
~fosfate e GDP-manose ou UDP-glicose.

Investigag®es recentes tém mostrado detalhes sobre a
topografia das reagdes de glicosilaglo no reticulo
endoplasmatico CLENNARZ, 1982, ROTH, 1987) O
oligossacaridio que ¢ transferido para a protefna nascente

no reticulo endoplasmatico ¢ sintetizado a partir de

nucleotidios-agicares que estdo no citoplasma Cas
nucleotidios—agucares-sintetases sdo enzimas
citoplasmaticas, COATES et al., 1980>. Em trabalhos

realizados em fragc3o microssomal de oviduto de galinha,
HANOVER e LENNARZ (1978 e 1981) mostraram que a sintese de
Dol—PP--GlcNAc2 n3o poderia ocorrer no lado citosélico da
membrana do reticulo PEREZ e HIRSCHBERG (19835) demonstraram
que UDP-GlcNAc pode ser translocado na membrana do reticulo
por um carregador protéico, em um sistema que envolve a
safda de UMP do 1lumen reticular. Na mesmo trabalho, os
autores mostram que o transporte de UDP-glicose pode ser
feito pelo mesmo tipo de sistema, mas n8o o de GDP-manose.
Estes dados e mais os trabalhos de SNIDER et al.
C1980>; SNIDER e ROBBINS (1982) e de PEREZ e HIRSCHBERG
1986 levaram a formulag3o da hipdtese apresentada na
FIGURA 1.10, pela qual a sintese do lipidio-
~pirofosforil-oligossacaridio ocorreria nas duas faces da
membrana do reticulo <(citoplasmatica e luminald. O
Dol—PP—GlcNAc2 formado na face luminal é translocado para a
face citosélica da membrana, onde cinco unidades de manose
s3c adicionadas, transferidas diretamente de GDP-manose
CSNIDER e ROGERS, 18984). Os mesmos autores propuseram que a
adigdo das préximas quatro unidades de manose e das trés
unidades de glicose se daria na face luminal do reticulo,
implicando ent3o a translocag8o do lipidio-
-pirofosforil-oligossacaridio CDol-PP—GlcNAczMans) e de

dolicil-fosfato—manose e dolicil-fosfato-glicose da face
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citosélica para a face luminal
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FIGURA 1I.10

OLIGOSSACARIDIO LIPIDIO NO

ENDOPLASMATICO RUGOSO

As etapas indicadas por linhas cheias

experimental mente comprovadas.
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Retirado de 1987.
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0 lipfidio-pirofosforil-oligossacaridio completo
(Dol -PP- —GlcNaczMaanlcs) se formaria na luz do reticulo,
onde seria transferido para a proteina nascente por uma
oligossacaridio-transferase associada & membrana do reticulo
endopl asmatico rugoso

A glicosilag8o dos residuos asparagina de uma proteina
acontece sempre na sequéncia peptidica Asn—-X-Ser Thr, onde X
pode ser qualquer aminoidcido exceto Pro e Asp C(MARSHALL,
19720 Segundo KRONQUIST e LENNARZ (1978), este n&o seria o
Uinico fator determinante da glicosilag3o, pois somente a
terga parte dos sitios possiveis s83o glicosilados. Ainda no
reticulo endoplasmatico, a glicoproteina comega a ser
processada, perdendo as trés glicoses. A remog3o da primeira
glicose, feita pela glicosidase I CELTING, 1980), pode
acontecer, ainda, com a cadeia polipeptidica associada ao
ribossoma CATKINSON e LEE, 1984). A remog&co de manoses
também deve comegar no reticulo endoplasmatico, como
demonstrado por GODELAINE et al.C1981). Apés, a protefina
seria transferida para o componente cis do complexo de
Golgi., por vesiculas de transferéncia. Nos diferentes
componentes do complexo de Golgi (Ccis, medial, trans) estdo
as enzimas responsavelis pela continuag3d3o do processamento
das N-glicoproteinas CLENNARZ, 1982; SPIRO e SPIRO, 1982;
SCHACHTER, 1986D. Unm exemplo desse processamento ¢ dado
pela FIGURA T 11

Apés o© processamento, as diferentes glicoproteinas,
dependendo de sinais codificados na sua estrutura
tridimensional, s3o enviadas para os lisossomas, para os

granulos de secregdo ou para a membr ana plasmatica

CSCHACHTER, 1986
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FIGURA I 11 REPRESENTAGXO ESQUEMATICA DO PROCESSAMENTO DE
UMA N-GLI COPROTE1 NA

1> Transferéncia do Gl caManeGlcNAcz do dol -PP-
oligossacaridio para a cadeia polipeptidica nascente; (2>
a-glicosidade I; (3D a-glicosidase II; (4D o2-manosidase do
reticulo endoplasmatico rugoso C(RER); (5) oa-manosidase I;

6> GlcNAc-transferase I; 7> a-manosidase II; 8d
GlcNAC-transferase II; 9O aB-fucosiltransferase; 10>
Galtransferase; 11> sialiltransferase; cI>
N-acetilglicosaminil fosfotransferase Chidrolases
destinadas para os lisossomas); (II> N-acetilglicosamina
~1-fosfodiester a-N-acetilglicosaminidase, que explBe os
residuos de manose-6-fosfato, Cmovimento das hidrolases

para os lisossomas). O transporte dos nucleotidios agdcares
para o lumem esta indicado por setas.@, GlcNAc; O, Man,a.
Glc; A, Fuc:®, Gal; ¢ acido sialico.

Retirado de SCHACHTER, 19886.
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I.2. 2. Fatores que afetam o controle da glicosilagio de
protefinas

A informagZo genética chega ao sistema de glicosilagl3o
indiretamente, n%o existindo informag8o transmitida por
modelos como na blossintese de &cidos nucleicos e proteinas.
Os gens codificam, por exemplo, a cadeia polipeptidica a ser
glicosilada, as glicosil-transferases, a disponibilidade de
substratos e cofatores e a construgio do sistema de
endomembr anas, responsavel pela biossintese. Diferentemente
das ligag®es entre dois aminocaAcidos na cadeia polipeptidica,
as ligagdes entre duas unidades monossacaridicas podem ser
de diversos tipos Ca e 3, entre o carbono anomérico de um
agucar e C-2, 3, 4 ou B do outrod. Ainda podem existir no
oligossacaridio cadeias ramificadas bastante complexas. O
resultado final mostra que a sintese de acidos nucleicos e
de proteinas ¢é muito mais precisa que a montagem de um
carboidrato complexo, que, sendo mais livre para variag¢g8es,
permite a existéncia do fendmeno da microheterogeneidade
CSCHACHTER, 1986).

A regulagdo de algumas enzimas da rota de biossintese
pode ser critica no controle da glicosilagfo. A an&lise dos
esquemas das FIGURAS I.10 e 1.11, pode sugerir varios pontos
potencialis de regulagXo.

Diferentes estudos tem mostrado que alterag®es nos
niveis de dolicol e dolicil-P regulam a velocidade da
biossintese de glicoproteinas C(LUCAS e LEVIN, 1977; HARFORD
e WAECHTER, 1977 e 1980; LUCAS e NEVARY, 1978; CARSON, et
al. ,1881). Em muitos estudos “in wvitro”, a adig&%c de
dolicil-P estimula substancialmente a glicosilag3o CSPIRO e
SPIRO, 1986; PAN e ELBEIN, 1990>. MILLS e ADAMANY (1978)
demonstraram que a inibig8o da hidroximetil-glutaril CoA
redutase pode bl oquear a sintese do
lipidio-pirofosforil-oligossacaridio.

O controle dos niveis de dolicil-fosfato, através da

regulagio da atividade da CTP-dolicol —-quinase, foi descrito
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em oviduto de galinha C(BURTON et al.,1981) e em embridoc de
ourigo do mar CROSSIGNOL et al. ,1981>. BERKOWITZ e NYQUIST
(19860 demonstraram que a atividade da dolicol quinase em
testiculos de ratos cresce dos 21 aos &4 dias de idade, com
subseqtiente declinio até aos niveis encontrados no animal
adulto

Na FIGURA I.12 est80 representados os caminhos de
sintese e ‘"turnover' do dolicil-fosfato. Sua biossintese a
partir de acetil-coenzima A, a fosforilag8oc pela reagdo da
dolicol ~quinase (reag%o 1) e a sua regeneragdo apds a
transferéncia do oligossacaridio para a proteina (reagdo 2).
A bilossintese, a partir de acetil-CoA, segue a mesma rota da
sintese de colesterol até a formagdo de farnesil
pirofosfato Neste ponto, ocorre uma bifurcag8o. enquanto
grande parte do fluxo de carbonos segue para a produgdo de
colesterol, uma pequena porgdo se direciona para a formagdo
de dolicol.

Uma cis-prenil transferase de cadera longa catalisa a
uni o de 14-17 unidades de i sopreno Cisopentenil
pirofosfatod a uma molécula de farnesil pirofosfato gerando
um poliprenil -pirofosfato e posteriormente dolicil-fosfato.
Entretanto, a seqiiéncia de reag¢des pelas quais o
intermedidrio a-insaturado ¢ convertido em dolicil-fosfato
n3o ¢ conhecida C(KELLER, 1987) A reag8o da cis-prenil
transferase tem sido indicada como uma das possiveirs etapas
regulatérias da sintese do dolicol. CKELLER et al ,1979;
KELLER, 1987; JAMES e KANDUTSCH, 1980)

Todos os tecidos s8%o capazes de sintetizar dolicol,
varrando a relag8o entre a atividade da sintese "de novo" e
da ''de salvag83o" (reagd®es 1 e 2). No figado de ratos, por
exemplo, a contribuig3o da sintese ‘‘de salva¢gdo' parece ser
relativamente menos importante CKELLER, 1987).

Um caminho alternativo de sintese foi1 encontrado em
oviduto de galinha C(GRANGE e ADAIR, 1977), em figado de
galinha C(WELLNER e LUCAS, 1979 e em tubulos seminiferos de
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rato (BABA et al., 1987; ALLEN e WARD, 1987, CHEN et al ,
1988 Nesses casos, foi descrita existéncia de uma
atividade de 2,3-deidrodolicil-difosfato sintase,
exemplificada pela reag3o 3 da FIGURA I.12.

O mecanismo preciso da regulagfo dos niveis de
dolicil-fosfato nZo estid bem determinado. ALLEN e WARD
(19870 sugeriram que o estudo de ceé¢lulas em diferenciag8o

pode levar a identificagdo dos controles do ciclo de dolicol

e de sua real importadncia na N-glicosilag3o de proteinas

Colesterol

Esqualenc

f

Ac-CoA —» HMO-COA —p MVA —& (IPP) —» OPP P FPP

N/

Polipreml-PP

UMP UDPGLcNAcC l" -PL
Dol-PP-OlcNac ¢ DOL-P «@——mege- Dol
'»
3 CTP
4
2
+

Dol-PP~oligossacaridio

Protelna <_7 - DOLA—PP
N-Qlicoproteina

Dehidrodol-PP

FPP + ((IPP)
n

FIGURA I.12 FORMAGAO DE DOLICIL-FOSFATO:

1- Dolicol -quinase; 2-Dolicil-PP-fosfatase;

3~ 2,3-deidrodolicil-difosfato sintase; 4- cis-prenil
transferase; n, 14-17 unidades de IPP

Ac—-CoA, acetil CoA; HMG-CoA, hidroximetil —glutaril CoA; MVA,
mevalonato; IPP, i1sopentenil ~-pirofosfato; GPP, geranil -
pirrofosfato; FPP, farnesil-pirofosfato; Dol-OH, dolicol;
Dol -P, dolicil -fosfato; Dol -PP, dolicil-pirofosfato;
Dol -PP-GlcNAc, dolicil-pirofosfato-N-acetil—-glicosamina;
deidrodol ~-PP, deidrodolicil-difosfato.
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CHEN et al.(1989 mostraram que a atividade da
2,3-deidrodolicil-difosfato sintase em homogenados de
tdbulos seminiferos de ratos pré-puberes muda em fung8o da
idade do animal. Os autores sugerem que estas mudangas devam
ser importantes na regulagfo da disponibilidade de dolicil-P
para a sintese de N-glicoprotefinas durante a fase inicial da
esper matogénese

Outra etapa limitante na glicosilag8o ¢ a transferéncia
do oligossacaridio para a protefina nascente CALLEN e WARD,
1887>. A importancia da presenga dos residuos de glicose no
lipidio-PP-oligossacaridio para a atividade da
oligossacaridio—-transferase foi descrito por SPIRO et
al (1979 e MURPHY e SPIRO 18815 em preparag¢gdes
microssomais de tiredide.

A formag8c de dol-PP-GlcNAc, primeira etapa da sintese
do lipidio-PP-oligossacaridio, parece ser outro ponto de
controle A ativagdo da N-acetil-glicosaminil transferase
por dolicil -fosfato-manose fol demonstrada em retina de
embrides de pintos por KEAN (1982, 1983, 1985D.

Ja estudos feitos em células tratadas com puromicina
mostraram que a acumul agdo do lipidio-pirofosforil -
-oligossacaridio, causada pela 1inibig¢&%c da biossintese
protéica ou da glicosilag8c de proteinas, gera a acumulagio
de um intermediario Ctalvez o préprio lipidio-
-PP-oligossacaridio), que i1nibe a biossintese do
lipfdio-PP-oligossacaridio (PAN e ELBEIN, 1990>. GRANT e
LENNARZ (C1983) sugeriram que o GITP pode ser este composto,
pois GTP inibe a transferéncia de manose de GDP-manose para
o lipidio-pirofosforil-oligossacaridio. SPIRO e SPIRO
ci1ge86D, trabalhando com mi crossomas de tiredide,
demonstraram que o GIP ¢é inibidor da atividade de
dolicil ~fosfato-manose sintase responsavel pela sintese de
dolicil ~-fosfato—- manose.

A associag8o das glicosil -transferases com os

fosfolipidios presentes na membr ana do reticulo
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endoplasmatico também tem sido descrita como fator de
modulagfo da atividade destas enzimas. A ativagfo da
manosil-transferase 1I, que catalisa a transferéncia direta
de manose do GDP-manose para o oligossacaridio, na presenga
de fosfatidil-etanolamina C(insaturada> foi demonstrada por
JENSEN e SCHUTZBACH (1982) CHALIFOUR e SPIRO (1988)
demonstraram que a atividade e a orientag8c na membrana do
reticulo endoplasmatico rugoso da oligossacaridio-
~transferase ¢ dependente de sua interag%o especifica com
fosfatidil-colina.

Os efeitos de diversos horménios e da vitamina A na
sintese do lipidio-PP-oligossacaridio, na sua transferéncia
para a proteina e no seu processamento, tém sido descritos
em diversos sistemas celulares. No caso dos efeitos de
horménios sexuais em tecidos alvo, por exemplo o tratamento
com estrégenos aumenta de 3 a 4 vezes a atividade da
oligossacarf{idio-transferase em oviduto de galinha C(SINGH e
LUCAS, 1981D>. Estes mesmos horménios aumentam de 10 a 18
vezes a atividade desta enzima durante a diferenciaglo
cervical em coelhos CCHILTON et al. ,1888)>. DUTT et al. (1986
demonstraram, em utero de camundongo, que a N-glicosilagfo
de protefinas ¢ estimulada por esterdides. Em tecido

epididimal de ratos, IUSEN et al.C1984) provaram que as

atividades das glicosil- e manosil -transferases s3o
dependentes de andrégenos. As atividades destas enzimas
diminuem aproximadamente 762 com a castrag8o. Também a

dexametasona estimula a sintese de dolicil-fosfato-manose em
microssomas isolados de células HeLa CRAMACHANDRAN e
MELNYKOVICH, 1986).

Os efertos das gonadotrofinas sobre a N-glicosilagSo
podem ser exemplificados pelo efeito ativador da
tireotropina (TSH) sobre varias glicosil-transferases e
sobre a oligossacaridio-transferase de células de tiredide
de porco, demonstrado por FRANC et al.(1984) e pelo trabalho
de BERNARD e WASSERMANN (19820 em ratos imaturos. Nesse
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estudo foi apresentado um efeito estimulatério do FSH
injetado "in vivo"”, sobre a incorporagloc “in vitro" de
( ’HImanose a glicoproteinas de testiculos de ratos
irradiados ainda no uUtero materno (Cenriquecidos em células
de Sertoli) e de manose e glicosamina em testiculos de ratos
normals.

A estimulag8o provocada por FSH ou dibutiril AMP
ciclico da incorporagdo de fucose a glicoproteinas foi
demonstrada por GALDIERI e ZANI (18813>. Estes resultados n3o
esclarecem se o© aumento da radiocatividade incorporada &
devido a um aumento da sintese da glicoproteina ou a um
aumento de glicosilag3o de cadeias pré-existentes.

As a¢g8Bes da vitamina A sobre a N-glicosilag3o podem ser
exemplificadas pelas observag¢®es de DE LUCA C(1977) em figado
de ratos deficientes em vitamina A. Nesses a quantidade de
(**¢] manose ligada a proteinas & 79% menor que em figados
de ratos normais. O autor sugeriu que existe um bloqueio no
processamento do oligossacaridio nos ratos deficientes.
Também MORRE et al.C1988) mostraram que, em animais que
recebem um excesso de vitamina A na dieta, existem
alteragBes nas glicoprotefnas, que se movem através do
complexo de Golgi para a superficie celular ou para os
lisossomas

Por sua wvez, PLOTKIN e WOLF (18980), medindo a
atividade da galactosil-transferase em células epiteliais de
traquéia de ratos, demonstraram que a atividade que esta
diminuida em células de ratos deficientes em wvitamina A é
restabelecida pela pré-incubagfo por 30 min das frag8es
microssomais destas células com retinol. A ativag3o por
retinol e retinil-palmitato de uma galactosil-transferase de
figado de rato foi1 apresentada por CREEK e MORRE (1980).0
tratamento com Acido retindico aumenta a atividade de uma
sialil-transferase em células da linhagem S91-C2 de melanoma
CDEUTSCH e LOTAN, 1983D.

O envolvimento do retinol no processo secretério de
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protefnas em células de figado de rato foi demonstrado por
NOWACK et al.(1887) No trabalho, os autores evidenciaram a

participa¢fo do retinol na formagfio de vesiculas de
transig3o no reticulo endoplasmatico, que teriam como

fung¢fo levar material para a face cis do complexo de Golgi.

I.2.3 Glicoproteinas no Testiculo:

Varios autores tém descrito a importéancia de
glicoprotefnas na fungido testicular. As alteragdes
existentes nos niveis de secregio das diferentes
glicoproteinas produzidas pelas células de Sertoli durante o
ciclo do epitélio seminifero Ja foram descritas
anteri1ormente Citem I.1.2.2. GURAGNA et al. 19860
descreveram uma 1nibi¢&%o na biossintese de glicoprotefinas em
testiculos de ratos de 20 dias submetidos a hiponutrigio
protéica, em que esses animals apresentavam uma menor
atividade da dolicil -fosfato-manose sintase. GUMA et
al C1990) relacionaram esta inibig&% da biossintese de
glicoproteinas nos ratos hiponutridos com o atraso no
processo espermatogénico encontrado nestes ratos.

Muitas das proteinas descritas como produtos das
células de Sertoll no item I.1.4. s¥%o glicoproteinas, sendo
reconhecidamente importantes para a fung8o testicular.
A protefna ligadora de andrégenos CABPD 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 andr égenos para o epididimo ou como
reservatério destes horménios C(SKINNER et al., 1989D.
STEINBERGER et al.(198B4) descreveram a existéncia de sitios
especificos para o ABP em espermatdécitos paquiténicos.

O ativador de plasminogénio pode estar envolvido no
processo de re-estruturag3o da barreira hemato-testicular,

durante o movimento de células germinativas do lado basal
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para o compartimento adluminal do tdbulo seminifero e na
liberag%c de espermiatides maduras pelas células de Sertol:
CLACROIX et al , 1977

A transferrina testicular, uma glicoproteina com o peso
molecul ar de aproximadamente 80 kD, que liga 2 Atomos de
Fe+3. ¢ o maior preduto de secregio das células de Sertoli
(7-15% do total das glicoprotef{nas secretadas). A ligag8o e
o transporte de ferro sfo as fun¢g8es mais importantes da
transferrina, mas n8o se pode excluir a possibilidade da
transferrina atuar como um fator de crescimento local
CSKINNER e GRISWOLD, 1980; EKBLON et al., 1983).

A ceruloplasmina estia envolvida no transporte de cobre
e atua juntamente com a transferrina, estimulando a divis&o
e o crescimento de células de Sertoli obtidas de ratos de 10
a 13 dias de idade C(MATHER et al.,18982D. A proteina
inibidora do ducto de Muller, responsivel pela regressfo dos
ductos de Muller em fetos machos, secretada por células de
Sertoll fetais, parece ser também uma glicoproteina CPICARD
e JOSSO, 1980D.

As glicoproteinas sulfatadas (SCM-1 e SCM-2> sdo
responsiveis pelo transporte de lipidios essenciais para o
desenvol vimento das células germinativas C(SKINNER et al.,
1989>.
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I.3. RETINOL

Desde o© reconhecimento da vitamina A como fator de
crescimento, através do trabalho de MC COLLUM e DAVIS (19195
e mais tarde pelo estabelecimento de suas fungdes no
processo visual (WALD, 18935S), a elucidag¢doc de seu mecanismo
de agf%o tem sido um grande desafio.

A maioria dos primeiros trabalhos realizados se
constituiam em monitoramentos das mudangas causadas em
animais de experimentagfo pela deficiéncia ou excesso de
vitamina A. Estes trabalhos demonstraram que a vitamina A &
essencial para o crescimento de todos os vertebrados e para
a prevencio da cegueira noturna. Além disto, a vitamina A
tem sido reconhecida como fator importante na diferenciaglo
dos tecidos epiteliais, na manutengdo da capacidade
reprodutiva e na produg3o de glicoproteinas CLOTAN, 1980).
Também tem sido demonstrado que muitos derivados da vitamina
A podem prevenir o desenvolvimento de varios tipos de cancer
epitelial CSPORN et al., 1976D.

Estudos feitos “in wvivo" tém ajudadoe muito na
determina¢dc de vaArios efeitos da deficiéncia ou do excesso
de vitamina A nos tecidos e, algumas vezes, até em niveis
celulares. Entretanto, a interpretagci3c deste tipo de
resul tado é dificultada pela impossibilidade de se
distinguir entre efeitos primarios e efeitos secundarios Cou
especificos de 1inespecificos). Este problema pode ser
resolvido, em parte, pelo desenvolvimento de técnicas "in
vitro". O estudo dos efeitos dos retinéides em culturas de
tecidos tem ajudado no entendimento de muitos aspectos das
altera¢g®es na fisiologia celular e na expressio fenotipica

provocados por retindides CLOTAN, 1980D.
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I1.3.1. Estrutura quimica, origem e relag%o estrutura e
funglo

A vitamina A Cretinol) encontrada nos tecidos animais é
um isoprendide que contém um anel de 8 carbonos e uma cadeia
lateral de 11 carbonos (CFIGURA I.13>, sendo derivada dos
carotendides. Os carotenéides, também chamados de
pré~-vitaminas, s%o largamente distribuidos nos vegetalis,
sendo convertidos a retinol por rea¢8Bes enzimaticas na
mucosa intestinal e no figado. O f3—caroteno é uma molécula
simétrica, que clivada gera 2 moléculas de retinol C(FIGURA
I1.13> , CDE LUCA , 1977).

@N‘\\/\\W\ SN

V‘ (’,)-CAROT ENO

OH
N N N XN

RETINOL

FIGURA I 13 ESTRUTURA QUIMICA DO RETINOL

A atividade da vitamina A em mamiferos pode ser
exercida por uma série de substancias. A substlncia *“mIe" é
o all-trans-retinol; por oxidag3o, s3do gerados o all- trans
retinal C(forma aldeidica da vitaminad e o Aacido retindéico
Cforma &cida da vitaminad. Os derivados com atividade de
vitamina A podem apresentar modificagBes quimicas no anel,
na cadejia lateral ou no grupo terminal da molécula do

retinol

LOTAN (1980> classificou como retindide dCanadlogo A&
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vitamina A), toda a substancia capaz de restabelecer o
crescimento normal em animais submetidos a dietas
deficientes em vitamina A SPORN et al.(19786> analisaram a
atividade potencial de diversos retindides, verificando que
murtos retindides sintéticos que tém potente atividade no
controle da diferenciagfo de tecidos epiteliais "in wvivo*
ou na reversifo de lesdes pré-malignas tém pequena capacidade
de promover o crescimento de animais deficientes em vitamina
A. Este estudo mostrou que novos critérios deveriam ser
desenvolvidos para correlaciocnar estrutura e atividade, como
também para o estabelecimento dos par&metros moleculares
responsaveis pelos possiveis efeitos téxdcos dos
retindides.

Analisando as atividades relativas de diferentes
retindides, LOTAN (€1880D propés a existéncia de uma
correlagfo entre a atividade e a afinidade de ligag8o com
uma protefina 1ligadora celular, sugerindo que a ag3o da
vitamina seria medi ada pela ligag3o com a protefina
carregadora citoplasmatica, Ja CHYTIL e ONG (C1978) lembrando
que a resposta celular pode ser dependente de muitos outros
fatores, como a presenga de receptores celulares, prop&em
que a presenga de uma proteina ligadora deve ser um

requerimento, n8o necessariamente suficiente.

I.3.2 Metabolismo da vitamina A

I.3.2 1 Absor¢8o, transporte e armazenamento

A vitamina A existe na dieta na forma de retinil-
—~ésteres ou de f3-caroteno. Os ésteres s3o hidrolisados por
esterases especificas e o retinol absorvido pelas células da
mucosa intestinal O f3-caroteno é primeiramente absorvido e
entfo enzimAticamente clivado em 2 moléculas de retinal que
s8o0 reduzidas a retinol. Apds a absorg3o intestinal, o
retinol ¢ esterificado com um aAcido graxo de cadeia longa

Cgeralmente o acido palmiticod e transportado como retinil-
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-éster nas quilomicras pela linfa até a circulagfo
sanguinea, de onde ¢ captado e armazenado pelo figado
CLOTAN, 1680D>.

A mobilizag3So e o transporte da vitamina A, a partir
dos estoques hepaticos, requer hidrélise dos retinil-ésteres
e conjugag3co do retinol livre com uma proteina carregadora
CRBP)>, produzida pelo figado. A holoproteina, normalmente
associada Cna proporg8o de 1.1) com uma pré-albumina chamada
transtirretina C(TTRD, ¢é liberada para a circulag¢3o,
transportando o retinol até aos tecidos alvo C(GRISWOLD, et
al ,1989> DIXON e GOODMAN (1987a) demonstraram que a
suplementagdo do meio de cultura de hepatdcitos com
ami nodcidos e dexametasona mantém a produg8o e a secreglo
normais de RBP por varios dias. Os autores também mostraram
que em hepatdécitos normais, com ampla disponibilidade de
retinol intra-celular, a adigd3o de retinol exdgeno n&o
parece influenciar o metabolismo e secreg8c de RBP por estas
células Em hepatécitos isoclados de ratos deficientes em
vitamina A, a adig3o de retinol estimula a secre¢ifo de RBP
pelas células C(DIXON e GOODMAN, 1987vd. Pela analise da
expressdo dos gens de proteinas envolvidas no transporte de
retinol, PEROZZI et 2al1.(1991> provaram que os niveis
hepAticos de mRNA da RBP n3o s3c afetados pela deficiéncia
ou pelo excesso de vitamina A.

O a4cido retindico ¢ encontrado em pequenas quantidades
na dieta, possul atividade de vitamina A na promog8oc do
crescimento C(LOTAN, 1980), mas n8o pode substituir o
requerimento de retinol na wvis3io (DOWLING e WALD, 1960D e
na reprodugd3oc CLOTAN, 19802, provavelmente por nfo poder ser
reduzideo "in vivo"™ a retinal ou retinol C(DOWLING e WALD,
1960> O aAcido retindico é transportado no sangue associado
4 albumina. Por isto, ¢é plausivel assumir que anilogos
sintéticos sejam também transportados associados & albumna.

Muitos estudos tém mostrado que o Acido retindico pode

ser armazenado em quantidades apreciAveis em alguns d&érg3os,
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mas, ao contrario do retinol, ¢ rapidamente metabolizado e
excretado CLOTAN, 1980), Observagdes similares tém sido
feitas sobre alguns analogos sintéticos

SZUTS e HAROSI (1891) investigaram a solubilidade em
solug®es aquosas dos trés retindides mais comuns C(retinol,
retinal e o Acido retindicod, encontrando uma solubilidade
em Agua de em torno de O.1uM. Embora relativamente baixa,
esta solubilizagZo seria fisiologicamente significante e
explicaria resultados anteriormente obtidos que descrevem o
movimento de retinéides através de fases aquosas durante a
transferéncia intervesicular na auséncia de proteinas
ligadoras. Esta difusZ%o n8o complexada de retindides pode
ser importante no transporte dentro de distancias

subcelul ares.

I 3.2 2. Captag3o pelas células e metabolismo

A natureza da fun¢g8o da RBP no transporte de retinol
até as células n8o estid completamente esclarecida. FUTTERMAN
e HELLER (1972> mostraram que a associag3o do retinol com a
RBP protege o retinol da oxidag8o. N3Io esta esclarecido,
entretanto, se a RBP serve para facilitar a captag8o de
retinol pelas células.

RANDOLPH e ROSS (1891), estudando a captagldo e
esterificag8o do retinol em células das linhagens MCF-7 e
HepG2, demonstraram que a forma com que o retinol é
oferecido a estas células (disperso no meio de cultura,
ligado a RBP ou ao complexo RBP-TIR) n3o é qualitativamente
importante para o processo. Seus resultados e os de
SHINGLETON et al.(1888a>, que estudaram a captag3o de
retinol por culturas de células, sugerem que a ligag8o do
retinol na RBP ou RBP-TIR retarda a velocidade da captag3o
pelas células, em vez de acelerid-la . Os resultados de
RANDOLPH e ROSS (19910 e de SHINGLETON et al.C1989a) sZo
consistentes com a teoria de que o retinol & captado pelas

células depois de sua dissociag%c da RBP e difusfo na fase
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aquosa, postulada por NOY e XU (1990). Isto explicaria o
fato de que, em iguais concentrag¢des, a velocidade inicial
de captag8io é maior para o retinol disperso no meio,
intermediaria para o complexado com RBP e ainda menor para o
complexo RBP-TITR-retinol

Tem sido postulada a existéncia de um receptor
especifico na superficie celular para o compl exo
circulatério de transporte (retinol-RBP-TTRD CGOODMAN,
1984>. A captagBo do retinol "in vitro"” foi estudada em
diversos sistemas celulares, sendo um processo rapido e
saturavel CRASK e PETERSON, 1976; HELLER, 1975).

A existéncia de varias proteinas celulares ligadoras
de retindides sugere que uma variedade de estruturas
derivadas do retinol possam interagir com as células de uma
forma biologicamente significante C(CHYTIL e ONG, 1979).
CHYTIL e ONG (19840 descreveram duas proteinas ligadoras
intracelulares de retindides , a CRBP (proteifina carregadora
de retinold) e a CRABP (proteina carregadora de Aacido
retindicod. A fung8o destas proteinas n8o estia bem
estabelecida, mas tem sido sugerido que estariam envolvidas
no transporte dos retindides até ao niticleo celular. ONG et
al.(1988> descreveram o complexo CRBP-retinol como sendo o
substrato preferencial para a formag8o de retinil ésteres. A
incubag¢3o de células das linhagens MCF-7 e HepG2 com oleato
e [°Hlretinol resulta em um aumento rapido e correlacionado
das velocidades de captag8o e esterificag83co do retinol
CRANDOLPH e ROSS, 1991).

SANI et al.C1991> descreveram a existéncia de uma nova
proteina ligadora de retindides C(RetBP), que 1liga tanto
retinol como acido retinéico e alguns derivados, porém
sua fung%o ainda n%o estA esclarecida Na verdade, pouco ¢
conhecido sobre a captag8oc do Acido retindéico, embora LOTAN
(19800 proponha que possam existir trocas de &cido retindico
entre a albumina e a RBP.

Apés a entrada na célula, o retinol e o acido retindico
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podem participar de virias reagdes metabdlicas.

Na FIGURA

est3o representadas de algumas dessas reagdes.

I 14
TTR'RBP-RCHZOH SA-RCOOH
r@ membrana '"J", G
ey 2 _ ﬁ
ghcosm I /g’llcosnacao
RCH,OH ~=RCHO —RCOOH metabdlitos
/ descarboxilados e
anfdro +CRBP +CRABP hidroxilados
retino| \
retinil CRAP CRABP metabolitos
esteres RcH,0M RCOOM polares
reting} \\ / retinoil
-+ glicuronid;os / Glicuronidios
DNA?
ndcleo
— Citoplasma
FIGURA 1.14 REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS DESTINOS DO
RETINOL E DO ACIDO RETINSICO EM UMA CELULA
HIPOTETICA DE VERTEBRADO
R, receptor de membrana, SA, soro al bumina,
glicoprotefina.
1880.

Retirado de LOTAN,
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O grupo alcodlico primario do retinol pode sofrer
oxidag3o reversivel ateé retinal por uma 4lcool
desidrogenase. O retinal pode ser irreversivelmente oxidado
a Acido retinédico. Tanto o retinol quanto o Acido retinéico
podem ser convertidos a glicuronidios por ag3o de uma
glicuronidio transferase na presenga de UDP-Acido
glicurdnico, estes compostos s8o a maior forma de excregfo
dos retindides. Esteres do retinol com Acidos graxos,sfo a
forma de armazenamento em muitos tecidos, podendo ser
hidrolisados tanto por esterases especificas como
inespecificas

RANDOLPH et al.(1991) examinaram a esterificag¢fo do
retinol em microssomas de f{gado e de gladndula mamaria em
lactag3o de ratos e determinaram a existéncia de duas
atividades enzimaticas envol vidas na esterificag¢8o. O
retinol complexado com a CRBP ou disperso em solvente foi
esterificado por uma enzima independente de acil-CoA,
sensivel 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-transferased. A anilise dos Km e das Vmax das duas
enzimas, nos dois tecidos, mostrou que a esterificag83o do
retinol deve ser regulada por mecanismos diferentes no
figado e na glandula mamaria.

Isomerases transformam o retinol e o aAcido retindico
em 1l-cis e 13-cis anadlogos. O isémero 1l1l-cis é importante
na formagdo da rodopsina. Também podem ocorrer rea¢des de
descarboxilagio e desacilag3o, alguns destes metabdlitos
sendo excretados CLOTAN, 1980D.

O retinol e o &cido retindéico também podem participar
de reag8es de transferéncia glicosidica para a formag8o de
glicoconjugados CLOTAN, 1980>. A FIGURA 1.15 mostra como o
retinol atua como carregador de agucares em reagfes de

glicosilag80c de proteinas. Diferentemente da glicosilagfo
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mediada por dolicol, que envolve a formag8io de um
oligossacaridio ligado ao 1lipidio, sendo posteriormente
transferido para a proteina, o retinol parece doar
monossacaridios durante o processamento de uma

glicoproteina C(CREEK et al. ,1983).

A- Fosforilagio:

OH -
AP S e /\\MMHZOP

Retinol + XP e Retinol ~.P 4-X

B-Glicosilag8o:

CH,0-P-O o
Retinol~vP + GDP-manose —_ Retiny-P-manose (MRP) 4+GDP

C-Transferéncia Glicosidica:

CHOH

MRP & «N-gticosi1-O - OH

-N-ghcosil jem

Glicoproteina

FIGURA I 15 ENVOLVIMENTO DO RETINOL COMO CARREGADOR E
DOADOR DE UNIDADES DE MANOSE EM REAGQBES DE
TRANSFERENCI AS GLICOSIDICAS EM MEMBRANAS
BIOLOGICAS

Modificado de DE LUCA (1977).
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I.3 3 Retinol nos testiculos

Como foi1 apontado anteriormente (no item I 3.3, a
vitamina A, na forma de retinol, ¢é essencial para a
manutengd3o da espermatogénese em mamiferos C(THOMPSON, et
al , 1964; MITRAMOND, et al., 1979). A administra¢do de
dcido retindico a animais deficientes em vitamina A CVAD)
restabelece as fungdes vitais, mas somente o retinocl e seus
esteres podem restabelecer a fung3o testicular e a visdo
CTHOMPSON, et al., 1964; LOTAN , 1980D.

As mudangas citoldgicas que ocorrem nos testiculos de
ratos como conseqiéncia da deficiéncia em vitamina A foram
descritas por MITRAMOND et al.C18979). Os autores submeteram
animais de 30 dias de idade & dieta deficiente em vitamina A
até a interrupg3o do crescimento, a qual sinaliza o
estabelecimento da deficiéncia apés a mobilizag3o total dos
estoques hepiticos. O acompanhamento das mudangas
citologicas fol feito do 1° ao 20° dia apsds os animais terem
parado de crescer . No 20° dia, © numero de espermatogdni as
nos tubulos era cerca de 14 do detectado no i1nicio do
experimento. O numero de espermiatides era praticamente zero
no 10° dia e o de espermatécitos decrescia rapidamente entre
o 58° e o 12° dia, sendo que no 20°di a poucos espermatédceltos
foram encontrados.

SOBHON et al. (1979 analisando a ultra-estrutura de
tubulos seminiferos de ratos VAD, demonstraram que partes do
citoplasma das células de Sertoli s8o liberadas junto com as
células germinativas imaturas, causando uma diminuigdo do
tamanho das células de Sertoli e uma perda de espessura do
epitélio seminifero. Em adig3o, aumentam as 1inclusdes
elétron~densas no citoplasma destas células, que parecem
ser lisossomas em varios estagios de atividade. Os autores
propBem que estes lisossomas estariam envolvidos na absorgao
de células germinativas mortas e na degradagfo de partes do
citoplasma das prdéprias células de Sertoli.

Todos os tipos celulares presentes nos testiculos,
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incluindo células de Leydig, células germinativas, células
mi &1 des peritubulares e as células de Sertoli, s&o
candidatos em potencial a sitios de ag&oc do retinol. As
células de Sertoli tém sido o maior alvo de estudo, por
serem elas que provém © suporte fisico e bioquimico para a
diferenciagfo das células germinativas.

RAJGURU et al.(1982) provaram que, nos testiculos, o
retinol pode ser encontrado nos macréfagos do tecido
intersticial, nas gotas de gordura das células de Sertoli e
associado ao complexo de Golgi de espermAtides. A CRBP foi
encontrada tanto no intersticio como nos tdbulos
seminiferos. Varios trabalhos tem demonstrado que as células
de Sertoli apresentam niveis relativamente altos de CRBP e
muito baixos de CRABP, enquanto que a situag8o ¢ invertida
nas células germinativas em meiose CHUGGENVIK e GRISWOLD,
1981; PORTER et al., 1985; GRISWOLD et al., 1989). As
células de Sertoli também apresentam maior quantidade do
mRNA para a CRBP, cujos niveis apresentam variagdes ciclicas
durante o ciclo do epitélio seminifero CRAJAN et al. ,1980).

ESKILD et al.(C1991) determinaram a distribuig¢fo dos
mRNA para a CRBP, CRABP e RARa (receptor nuclear para o
4cido retindicod em testiculos de ratos. Concluiram que a
expressZ¥o do mRNA da CRBP estd restrita as células de
Sertoli e as peritubulares. O mRNA da CRABP foi encontrado
nas células germinativas e, em baixo nivel, nas células de
lLeydig A express3co do mRNA para o RARa aparece tanto nas
células somAticas como nas células germinativas pés-—
-meidticas.

As células de Sertoli em cultura captam retinol do
complexo retinol-RBP-TTIR do plasma e rapidamente o
convertem em retinil-ésteres. Esta captagio ¢é dependente de
tempo e temperatura. A constante de transporte, para a
captagio especifica a partir de RBP, foi de 3.0uM, sugerindo
que mudangas nos niveis normais de retinol circulante

Caproximadamente 2.0uM) afetam diretamente a velocidade de
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acumulagdo celular de retinol Inibidores metabdlicos Cazida
sbdica e e&-deoxiglicose? n3o atuam na acumulagfo de
retincl, i1ndicando que o retinol nas células de Sertoli n3o
€ captado por endocitose do complexo de transporte Estes
dados mostram que a captag8o do retinol em células de
Sertoll envolve o reconhecimento do complexo retinol-RBP
pela superficie celular com subsequente internalizagfo do
retinol, mas n&c da RBP (SHINGLETON et al , 1983a)

Apds 32h de tratamento das culturas de células de
Sertoll com [°H) retinol -RBP-TTR, GRISWOLD et al (1989
encontraram 83% da marca radiocativa em retinil-ésteres,
sendo cerca de 64% dos mesmos representados por
retinil-palmitate Quando faH]retinol livre foli adicionado
a culturas de células de Sertoli, a marca radiocativa n3o sé
apareceu em retinil-ésteres, como grande proporg3o foi
encontrada em compostos polares n8o i1dentificados (BISHOP e
GRISWOLD, 1987)

A concentragdo de retinill-ésteres em culturas de
células de Sertoli1 esti na mesma ordem de grandeza da
encontrada em cul turas de hepatdcitos, sendo
significativamente maior que em outras células
testiculares. Com base nesta compara¢gfo e em estudos que
demonstram a existéncia de uma atividade de acil-CoA.
retinol acil-transferase CARATD) em células de Sertola,
BISHOP e GRISWOLD (1987) e GRISWOLD et al (1989 sugerem
que as células de Sertoli s3o capazes de esterificar retinol
a partir de concentragdes fisioldbgicas de retinol
circulante

BISHOP e GRISWOLD ((1887) propuseram também a
existéncia de um modelo cinético para a captag8o e o

metabolismo do retinol em células de Sertoli CFIGURA I.16D
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{ ROH] — [ROH] ——————= [RPI]
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FIGURA I 18 MODELO CINETICO PARA A CAPTAGARO E O
METABOLISMO DO RETINOL NAS CELULAS DE SERTOLI

ROH, retinol; RP, retinil-palmitato.

- Retirado de BISHOP e GRISWOLD C1987>.

Neste modelo, a incorporagd3o do retinol extracelular
C[ROHJOm? elevaria o ‘'pool'" celular C[ROH]OD que pode
servir tanto como precursor de retinil-esteres como pode
liberar retinol para um "pool®" mais estavel C[ROH]u“).
Estes "pools*® intracelulares de retinol devem existir em um
estado de quase equilibrio, em que retinil-palmitato pode
ser hidrolisado para repor perdas de retinol, causadas por
oxidagBes, transporte intercelular ou por outros processos
metabdlicos. As células de Sertoli dos ratos VAD (que nd3o
tém retinol endédgeno) metabolizam todo o retinol exédgeno,
primeiramente, a retinil-ésteres. Isto indica que n3o existe
um equilibrio diniAmico entre o retinol celular e os
retinil -ésteres (BISHOP e GRISWOLD, 1987).

SHINGLETON et al.C1989bv) propuseram a existéncia de
mais uma atividade enzimatica capaz de esterificar retinol
em culturas de células de Sertoli, além da ARAT. Estudando a
captagio e o metabolismo do retinol em culturas de células
de Sertol: obtidas de ratos de 20 dias, demonstraram que as
células sintetizam retinil-ésteres através de uma atividade
de lecitina:retinol acil-transferase (LRATD). Mostraram, pela
anidlise das propriedades das duas atividades enzimaticas,

que a LRAT ¢ fisiologicamente mais importante em células de
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Sertoli que a ARAT.

A anAlise dos nivelis dos mRNA de algumas proteinas
especi{ficas das células de Sertoli em ratos VAD mostrou
uma queda de 25% nos nivelis do mRNA da transferrina Os
niveis do mRNA da glicoproteina sulfatada 2 (SCM-2>
aumentam durante a fase 1nicial da deficiéncia, voltando ao
normal , ou sendo ligeiramente mais bai xos, quando a
deficiéncia se torna severa C(HUGLY e GRISWOLD, 1987>. A
administrag%c de acido retindico pela dieta n3o restabelece
os niveis destes mRNA, porém o retinol administrado da
mesma maneira tem esta capacidade. O restabelecimento da
espermatogénese em ratos VAD acontece de forma
sincronizada. Testiculos que normalmente apresentam os 14
estidgios do ciclo do epirtélio seminifero apresentam apenas 2
ou 3 destes estigios e a liberag3o do espermatozdide vai
ocorrer em todos os tubulos a cada 12.8 dias.

Quando o retinol ou o Aacido retindico sfo injetados
diretamente nos tdbulos seminiferos de ratos VAD, os niveirs
do mRNA da transferrina aumentam uma hora apds a inje¢So de
qualquer um dos retindédides. Entretanto, o 4cido retindico,
mesmo injetado diretamente nos testiculos, n8o restabelece a
espermatogénese CGRISWOLD et al. ,1989). Estes mesmos autores
mostraram evidéncias de que o Acido retindico na dieta
poderia provocar o aumento no numero de espermatédcitos
pré-leptoténicos HANEJI et 21.C1882) provaram que o Acido
retindico também parece estimular mitoses e diferenciagfo de
espermatogdnias em explantes de testiculos de ratos
criptoquidicos

VAN PELT e ROOJI (1991) demonstraram que inje¢des de
Smg de acido retindico s%o capazes de induzir a proliferagfo
e a diferenciagio de espermatogénias tipo A e que injeg¢8es
repetidas garantem o desenvol vimento de células
espermatogénicas até espermitides alongadas.

O recente descobrimento de receptores nucleares para o

Acido retindico nas células de Sertolli e em espermatides
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redondasdemonstra que o 4acido retinéico deve atuar como
regul ador génico nestas células C(ESKILD et al.,1991)>. Com
essa descoberta, os. autores postulam o conceito de
exclusividade do retinol na manutengd3o da espermatogénese.

Nos testiculos, as células de Sertoli formam a
barreira hemato-testicular, que bloqueia a transferéncia
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 C(FAWCET, 1975).

Pelos fatos Jja& 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
sé possui, segundo ESKILD et al. (19915 CRBP e n3o CRABP.
Entretanto, outros autores, como KATO et al.(1982> e PORTER
et al.(1985) detectaram a presenga de pequenas quantidades
de CRABP nas células de Sertoli. NAPOLI e RACE (1987
demonstraram que as células de Sertoli tém capacidade de
oxidar (o] retinol a Acido retindico, apontando a
possibilidade do retinol ser captado, oxidado e, assim atuar
nos receptores nucleares de aAcido retindico.

GRISWOLD et al. 1889 propuseram um modelo de
mecanismo de ag3o para o retinol nos tubulos seminiferos.
Neste modelo CFIGURA 1.17) , que os préprios autores chamam
de imcompleto e simplista, o retinol captado pelas células
de Sertoll é primeiramente esterificado e depois transferido
para as células germinativas ou liberado para outras fun¢des
na prépria célula.

A impossibilidade de o 4cido retinéico servir de
substrato para a esterificag3o tem sido também apontada com
a razZo mais provavel da sua ineficiéncia na manutengdo
da espermatogénese (BISHOP e GRISWOLD ,1987; GRISWOLD et

al. ,1989>. Também n3o estid bem estabelecideo © mecanismo
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pelo qual o retinol é transportado das ceélulas de Sertoli
para as germinativas. Sabe-se apenas que provavelmente, os
retinil -ésteres estejam envolvidos neste processo (BISHOP e
GRISWOLD, 1987)

Mudangas enddcrinas importantes tém sido verificadas
no estudo de ratos VAD. Os niveis de FSH aumentam com a
degeneragio do epitélio germinativo, per manecendo
anormalmente altos mesmo depois da reposigdo da vitamina A e
da retomada da espermatogénese com recuperagfo da fung3o
normal das células de Sertoli Esse fato sugere que o
mecanismo pelo qual a deficiéncia de retinol rompe a
regul agdo da secre¢80 de FSH & muito mais complexo do que um
simples “feedback' produzido pela inibina CHUANG et al.,
1983 e 1989). Os niveis de LH permanecem normais, mas os
niveis de testosterona nos ratos VAD caem para menos de 504
do normal. Em ratos mantidos com A&cido retindico, a
testosterona permanece em niveis normais. Com o aumento da
deficiéncia em vitamina A as jung®es entre as células de
Sertoli Ctight junctions) s%o rompidas concomitantemente com
a regressfo das cé¢lulas germinativas (GRISWOLD et al. ,1989).

CHAUDHARY et al.(1889), estudando a ag8o do retinol e
do 4cido retindico sobre a esteroidogénese em células de
Leydig, concluiram que ambos os retindides estimulam a
produgdo de testosterona. Este efeito direto sobre as
células de Leydig demonstrou um possivel papel regulador dos

retindides sobre a fung8o desta célula.
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FIGURA I 17 MECANISMO PROPOSTO PARA A AGAO DOS RETINOIDES

NOS TUBULOS SEMINTFEROS

O retinol C(ROHD>, na forma de ROH-RBP-TITR, ¢ liberado
para receptores especificos na membrana basal das células de
Sertoli. O ROH & captado, esterificado e estocado em gotas
de gordura. O retinol livre ou o Acido retindéico CRAD n3o
reagem com as proteinas ligadoras celulares. O retinol,
liberado por hidrélise dos esteres armazenados C(RE-pool)d,
pode ter diversos destinos: ser metabolizado a RA e, através
do receptor nuclear, ativar genes especificos nas células de
Sertoli; ser transferido para espermatédcitos e espermatides
redondas onde é captado e metabolizado a Acido retindéico ou
estocado como retinil esteres. O 4cido retindico pode também
atuar a nivel de receptores nucleares em células da série
germinativa. Os esteres de retinol servem como fonte de
retindides para o espermatozdide durante a maturagdo.

CRABP - proteina celular carregadora de RA; CRBP - proteina
celular carregadora de ROH.
—Retirado de GRISWOLD et al.C1989).
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I.3 4 Receptores nucleares para a vitamina A

A existéncia em oviduto de galinha de um receptor
nuclear para o retinol, que também ligaria retinil acetato e
retinil palmitato mas n3o &cido retindico, foir descrita por
DAS et al (1978). Neste trabalho, os autores sugeriram que
o retinol poderia ser chamado de horménio co-esterdide

A partir de estudos que demonstraram que a
diferenciag80c 1nduzida por Acido retindico de células F9 do
teratocarcinoma de camundongos era acompanhada por um
aumento na transcrig3o de genes especificos e da descoberta
da localizagZo nuclear do acido retindico, GREEN e CHAMBON
18865 sugeriram que, semel hantemente aos horménios
esterdides, o acido retindico poderia mediar a transcrigdo
génica via receptores nucleares especificos.

GIGUERE et al.(1987>, ao descreverem o receptor para o
Acido retindico, apontaram para o fato de que a existéncia
de uma famfilia de genes responsaveis pela sintese dos
recaptores iﬁplicaria na necessidade de mais de uma proteina
receptora relacionada. Essas proteinas ligadoras
Creceptores), quando combinadas com seu ligante especifico,
tém a propriedade de se unir a sequéncias regulatédrias
especificas do DNA e, em dltima analise, aumentar ou
diminuir a sintese de proteinas especificas

Estudos fisioldédgicos tém mostrado que tanto o acido
retindico como o retinol exercem potentes efeitos na
diferenciag8o celular e que esses efeitos, frequentemente,
nfo est3o relacionados. Tais fatos podem i1ndicar que um dos
produtos génicos, citados por GIGUERE et al. (1987), seja um
receptor especifico para o retinol ou para outro membro da
familia dos retindides.

ESKILD et al (19913 nio descartaram a possibilidade
da exasténcia nas células de Sertoli de um receptor nuclear
especifico para o retinol, responsiavel pelas ag¢®es da
vitamina no controle da espermatogénse.

Outra surpresa encontrada no estudo dos receptores
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para retinéides estd na sua semelhanga com os receptores de
horménios da tiredide. Essa semelhanga surpreende pelas
diferencas estruturais existentes entre os horménios da
tiredide (derivados da tirosinad) e dos retindides (derivados
do Acido mevalénicod. A observag8io de que moléculas
quimicamente distintas possam interagir em receptores com
estruturas anidlogas deve refletir um modo de a¢doc semelhante
C(GIGUERE et al. ,1987).

Estas descobertas mostram que o mecanismo de agido do
Acido retindico (derivado da vitamina A é Dbastante
semelhante ao dos horménios esterdides e ao da tiroxina,
envol vendo a ativag8o de genes especificos. A partir delas,
no entender de muitos pequisadores, os retindides deveriam
ser colocados na categoria dos horménios que regulam o
crescimento, a diferenciag8o celular e o desenvolvimento
embrionario C(GIGUERE et al,1987; PETKOVICH et al.,1987;
DARMON, 1990 e WOLF, 1990).

Ao contrario dos horménios classicos, os retindéides
n3o s8o sintetizados em um érg3oc endécrino especifico, mas
s8o produzidos em diversos tecidos pela transformagfo
metabdlica da vitamina A Cretinol) e dos carotendides
presentes na dieta CDARMON, 1990). WOLF (19900 sugere que o
figado que contém grandes estoques de vitamina A, na forma
de retinil-ésteres, poderia ser considerado como érgi3o
endécrino.

PETKOVICH et al.(1987) propdem que a CRABP possa
funcionar como uma langadeira que 1liberaria o 4cido
retinéico para o seu receptor nuclear. Esta proposigdo esta
baseada na relag3o existente em alguns tipos celulares,
entre os niveis de CRABP e a responsividade ao Aacido
retindico. A existéncia de uma familia de genes
relacionados com os receptores de &cido retindico pode
representar uma situagBo andloga 4 dos horménios da
tiredide, na qual dois receptores celulares parecem ligar o

mesmo horménio. Outra possibilidade seria a existéncia de
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ligantes diferentes, um deles sendo por exemplo, © retinol.
A existéncia de uma proteina ligadora de retinol C(CRBP) e a
sua IimportaAncia para muitas células epitelials, como as
germinativas nos testiculos que degeneram mesmo em presenca
de 4cido retindéico, garantem, segundo os autores, a
validade desta hipdétese.

HASHIMOTO (19912, estudando os Acidos retinobenzéicos,
derivados sintéticos do 4cido retindico, determinou que,
pelo menos dois destes compostos n3o precisam da ligag&oc com
a CRBP para exercer suas fungdes como retindides.

No genoma humano, foram descritos trés genes para a RAR
(proteina receptora do acido retindicod o a, o 3 e o yp. A
similaridade entre as trés sequéncias de aminoAcidos estéa
entre 94 a 97% para a regifo de ligag%o ao DNA e entre 84 e
90% na regifo de ligag8o ao horménio. A transcrigfo dos treés
tipos de RAR no embrifo e no adulto é uniforme, na
cartilagem e na pele predomina a transcrigfo de p», {3 no
sistema nervoso e o predomina nas células hematopoiéticas
CDARMON, 1890>.

Algumas das a¢des do acido retindéico sobre o genoma,
descritas por WOLF (1990), est3o representadas pela FIGURA
I 18 A estimulagd3o em sinergismo com o Ts, da transcriglo
do gen do horménio do crescimento em culturas de células
hipofisarias, provavelmente ocorre pela atuagfo cooperativa
da T3R (protefna receptora do T3a) e da RAR sobre o gen do
horménio de crescimento Outra protefina que também é afetada
pelo Acido retindico é a laminina. Os trés tipos de RAR
podem estimular a transcrig¢fo do mRNA da laminina.

Em resumo, duas proteinas que est3o envol vidas
diretamente com fung®es conhecidas da vitamina A, o horménio
do crescimento, que, Jjunto com os hormdénios da tiredide,
regula o crescimento e a laminina, que ¢ importante nos
estigiros 1niclials do desenvol vimento embrionario, s3o
reguladas pela ligag8%oc das RAR As regi®es promotoras dos
respectivos genes (WOLF, 1990).
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FIGURA I 18 DI AGRAMA ESQUEMATICO DA AGZRO DO ACIDO

RETINOICO SOBRE O GENOMA

RBP, proteina plasmatica ligadora de retinol; Rol, retinol;
RA, 4cido retindéico; CRBP, proteina celular ligadora de Rol;
CRABP, proteina plasmatica ligadora de RA; RAR, receptor
para RA, RARE, elemento responsivo ao Acido retinéico (parte
da regifio promotora do gen que aumenta transcrig¢io apédés a
ligagio de RA-RARD>; TRE, elemento responsivo ao Ta; Ta,
tiroxina; TaR, receptor para a tiroxina. A, outras proteinas
responsi{velis ao RA; A1, resposta bioldédgica alterada; B,
proteinas responsiveis aos horménios da tiredide; B1,
resposta metabdélica alterada

Retirado de WOLF (189S0>.
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GLASS et al1.01989), discutindo a interagidc entre os
receptores do A4cido retindéico e os dos horménios da
tiredide, fazem o seguinte comentario- '"A observag3o de que
os hormdénios da tiredide e o Acido retindico podem interagir
funcionalmente levanta a possibilidade de intera¢fo também
com outros membros da superfamilia dos horménios esterdéides,
resultando num novo padr8o de regulagfo génica.*

MANGELSDORF et al (1890> descreveram uma proteina
receptora para o 4cido retindico, chamada RXRa que ndo
faria parte da subfamilia das RAR anteriormente descritas A
maror express3o da proteina RXRa foi encontrada em células
de figado de mamiferos. Os autores sugerem a existéncia de
um sistema regulatério paralelo, pelo qual os retindides
também poderiam exercer controle da transcrig¢8o génica

ESKILD et al (19912 encontraram altos niveis de RARa
em células de Sertoli, em espermatides redondas e em uma
linhagem tumoral de célul as de Leydig; as células
peritubulares também apresentam, embora em niveis muito
baixos, receptores tipo RARa

A existéncia de cofatores nucleares que mediariam as
agles Cativando ou inibindod de substancias que atuam
através de receptores da superfamilia dos esterdéides
Chorménios esterdides, tirocideos e retindides) 1levanta a
possibilidade da existéncia de um controle que determinaria
a hierarquia da resposta celular a varios ligantes

CHASHIMOTO, 1991).
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I 35 Retinol e Glicoproteinas

DE LUCA, em 1977, em uma extensa revisfo sobre o papel
da vitamina A nas reag®es de glicosilag8o em membranas de
mami feros, concluiu que o envolvimento da wvitamina A, na
formog3io de retin:l-fosfato-manose e de retinil-fosfato-
—~galactose, estava bem estabelecido Sugeriu também que,
peloc menos no figado, a transferéncia de manose a partir de
retini]l fosfato-manose era feita diretamente para a proteina
e ndo para 1ntermediarios 1lipidicos, como no caso do
dolicil -fosfato— manose

Muitos trabalhos tém si1ido feitos para estudar as
caracteri{sticas da biossintese do retinil-fosfato-manocse DE
LUCA et al.C1979) determinaram que o retinil-fosfato-manose
representava de 20 a 402 dos manolipidios celulares SHIDOJI
e DE LUCA (19810 mostraram que as enzimas em microssomas de
figado de rato catalisam a transferéncia de manose de
GDP-manose para retinil-fosfato com alta eficiéncia em
auséncila de detergentes. A demonstrag3o de que, no reticulo
endoplasmatico de células de figado de rato, existiam dois
sistemas de manosilag3o, um retinil-fosfato dependente e
outro dolicil-fosfato dependente foi feita por CREEK et
al (1983> No mesmo trabalho, os autores também mostraram
que © retinmil-fosfato deve atuar a nivel de processamento
nas mesmas glicoproteinas construidas pela rota do dolicol
Argumentaram que o tratamento com tunicamicina inibe cerca
de B0% da manosilag3o de aceptores enddgenos tanto por
retinil -fosfato-manose quanto por dolicil-fosfato-manose.

A habilidade de fosfolipidios extraidos de microssomas

e da esfingomielina restabelecerem a sintese de
retinil -fosfato-manose por membranas previamente tratadas
com fosfolipase C, descrita por SHIDOJI et al.(1883D, sugere
que os fosfolipidios de membrana s3o necessarios para esta

atividade.

CREEK e MORRE (19800 determinaram o efeito do retinol

sobre a atividade de uma galactosil-transferase associada a
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retinol. O FSH foli o uUnico dos horménios que provocou
sozinho estimulag83o da secreg3o de transferrina. A insulina

estimula a resposta das células de Sertoli ao FSH, a

testosterona, 4 combinag8o de FSH e testosterona e A
combina¢g3o de  FSH, testosterona e retinol de forma
constante,em aproximadamente 200%. Em culturas tratadas
com retinol, em presenga de insulina, a estimulag3o em

relag3o as células controle foli de mais de 300%. Os autores
também mostraram que o Acido retindico estimula a secregl3o
de transferrina mais efetivamente que o retinol.

KARL e GRISWOLD (19800 demonstraram que a insulina e a
vitamina A atuam 1ndependente e sinergisticamente para
estimular a secre¢g3o de ABP em culturas de cé¢lulas de
Sertoli.

Os resultados obtidos por SKINNER et al. (18883 indicam
que agentes regulatérios que atuam via mecanismos de
transdugd3o de sinais mediados por AMP <ciclico, devem
provavelmente regular, de maneira similar, a produg8o de ABP
e transferrina por células de Sertoli. No mesmo trabalho, os
autores mostram que o retinol provoca o aumento dos niveis
dos mRNA da transferrina e do ABP. Embora o retinol, a
insulina e o FSH possam estimular a expressfo dos genes da
transferrina e do ABP, uma combinag8o destes agentes ¢é&
necessaria para a obteng3o da estimulag3do maAxima. A a¢3o do
retinol e da i1nsulina sobre os niveis dos mRNA e sobre a
sintese de transferrina e ABP indica que deve existir outro
mecanismo de regula¢i3o independente de AMP ciclico. Logo, a
estimulag3o maxima da express3o dos genes da transferrina e
do ABP parecem requerer uma ag3o combinada de mais de um
tipo de sinal de transdug3o.

HUGLY e GRISWOLD (1987) demonstraram que o aumento
dos niveis do mRNA da transferrina em células de Sertoli
provocado por retinol, seria devido a uma estimulagl3oc da
transcrig3o do gen da transferrina, e n3oc a uma inibi¢3o no

seu ‘“turnover .
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O tratamento com retinol de culturas de células de
Sertolir provocou um efeirto estimulatédrio sobre a sintese e
secreg3o de glicoprotefnas manosiladas C(GALDIERI e MONACOC,
1883D O estudo apontou um aumento de 3 vezes na
incorpora¢fo de manose a glicoproteinas celulares, depois da
adig3o de retinel, sem que tenha havido wuma variagfo
qualitativa no seu perfil eletroforético. JA ao analisar a
atividade secretéria das células de Sertoli, os autores
verificaram que dois dos produtos de secre¢2o estavam
seletivamente aumentados. Os pesos moleculares destes
peptidios correspondem aos do ABP e do ativador de
plasminogénio

GALDIERI e NISTICO (19862 descreveram a modificagfo
provocada .pelo tratamento com retinol na composig3oc dos
glicopeptidios presentes em culturas de células de Sertoli.
Confirmando resultados anteriores CGALDIERI e MONACO, 1983),
os autores mostraram que o retinol aumentou a incorporagdo
de manose e glicosamina em glicoconjugados celulares.
Cromatografias de afinidade, em c¢oncanavalina A e em
aglutinina de germe de trigo, mostraram que células de
Sertoli cultivadas em presenga de retinol apresentavam maior
percentagem de glicopeptidios do tipo "high mannose' (Calto
conteldo em manose) que as células controle.

Os resultados de GALDIERI e MONACO (1983) também
indicaram que o retinol induz um aumento na incorporagio de

manose nos lipfdios soldveis em metanol.
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I 4 OBJETIVOS

Em fun¢gfo do exposto, observa-se a importancia do
retinol e das glicoproteinas na funglo testicular normal
Muito se tem descrito sobre a participag3o indispensavel do
retinol na espermatogénese em mami feros, porém pouco se
conhece sobre os mecanismos moleculares responsaveis por sua
ag%o O envolvimento do retinol nas reagdes de glicosilag3o
de proteinas também €& muito estudado a nivel de sua atuacglo
direta nas rea¢des de transferéncia glicosidica, mas pouco
se sabe ou apenas se sugerem possibilidades sobre seu
desempenho na modulagdo da atividade das enzimas da rota de
glicosilag3o de proteinas.

Considerando a fung3o central das células de Sertoli
na fisiologia dos testiculos, o fato de serem o alvo mais
provavel da a¢foc do retinoel nesse 6érg8o e os efeitos
estimulatérios do retinol sobre a biossintese e secre¢g3o de
glicoproteinas em células de Sertoli, Jja descritos por
varios autores, o presente estudo se propSle a elucidar em
que passo(s) da biossintese de N-glicoprotefinas o retinol
atuaria e qual ou quais seriam os possivelis mecanismos
molecul ares de sua agdo.

Para atingir tais objetivos, ser 3o seguidos os
seguintes passos:
1- Caracterizag8o das classes de glicoproteinas existentes
em células de Sertoli.
2- AnaAlise das diferentes etapas biossintéticas das
N—glicoproteinas em culturas de células de Sertoli (formagZo
de dolicil-P-manose, de dolicil-PP-ocligossacaridio e a
transferéncia do oligossacaridio para a proteinad,
utilizando [2-’Hlmanose como precursor radioativo.
3- Investigag3o dos efeitos do retinol sobre a biossintese

de N-glicoproteinas em culturas de células de Sertoli,
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estudando a formag¥o dos intermediarios lipidicos.

4- Investigagd3o da possibilidade da atuag8o do retinol nos
diferentes niveis da sintese das cadeias polipeptidicas
passiveis de serem glicosiladas.

5- Incubando com 6DP-L **CImanocse fra¢gles microssomais
obtidas de cé¢lulas de Sertoli controle e pré-tratadas com
retinol, estabelecer aCsd enzimaCsd da rota de
N-glicosilag¢lo cuja atividade seria modificada pelo

tratamento com a vitamina A.
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II. MATERIAIS E METODOS

II.1. MATERIAIS

1-> :Q—EE—SH] manose, atividade especifica: 16,3 Ci- mmol,;
[metil—BH] timidina, atividade especifica: 2,0 Ci~mmol;

[5,6—91-1) uridina, atividade especifica: 5,0 Ci- mmol;

GDP-{ **¢) manose, atividade especifica: 282 mCi-mmol
CAmershan International).

2-> 2—[1—9H] glicose, atividade especifica: 15 mCi-mmol;
(U-*C1 leucina, atividade especifica: 344 mCi mmol
CNew England Nuclear).

3-) Colagenase Tipo I; inibidor de tripsina (Soy Bean);
all-trans-retinol; DNA Tipo I; Dowex SOW-X2 CH'D 400
mesh; Dolicil fosfato; DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s mediumd; kanamicina (Sigma)d.

4-> Pronase (Calbiochem).

5-) Endo-f3-N-acetilglicosaminidase H (Miles Laboratories).

6-> Tripsina 1250 (Difco)d.

7-)> Soro Fetal Bovino Ctestado para micoplasmad) C(Cultilabd.

8-> Placas de Silica Gel (Merck).

8-> RNA- polli C(A> (preparado e gentilmente doado pelo
Centro de Biotecnologia- UFRGSD.

10-> Dowex DOW-X8 CH+D 20-80 mesh; Dowex 1-X8 C(Formiatod
20-50 mesh (Baker Analysed Reagent).

Todos os demais reagentes e solventes foram de pureza

“pré—analise”™ C(PAD.

Todo material C(Cvidraria, pipetas, filtros, etcd
utilizado nas culturas de células era lavado com Extran
alcalino (Merck>, enxaguado exaustivamente com Agua da
torneira e por imers3o em Agua destilada (5 vézes em &gua

destilada comum e 2 vézes em Agua destilada em vidrod.



A vidraria (copos, tubos de ensaio, pipetas Pasteur,
etcd e o material cirdrgico eram esterilizados por
autoclavagem a 121°¢ e 1 atm por 40 minutos e,
posteriormente, mantidos em estufa seca a 120°C ate o
momento do uso Os fi1ltros com membranas de 0,2 upum eram
autoclavados por 15 minutos a 121°C e 1 atm

As solug®es salinas, enzimas e melos de culturas eram
esterilizados por filtrag8o por membranas de O,2um A
esterilidade de todas as solug®es era testada, por semeadura
em caldo de carne para cultura bacteriana pelo menos 24h
antes do uso

Os meios de cultura, solugdes salinas e solugdes de
enzimas eram preparados com 4&gua tridestilada em vidro,
sendo que a uUltima destilag3o era feita sempre no dia de
utilizagdo

Os pH dos meios, das solugd®es salinas e das solugles de
enzimas eram acertados com NaOH O,1N, preparado com &gua

tridestilada.

IT 1 1 Solugdes Salinas e Meio de Cultura Utilizados
IT 1.1.1. Solugfo Salina Fosfato Tamponada (PBS-1)
Utilizada no preparo da colagenase, do 1nibidor de

tripsina e para lavagens das células durante a cultura

CaClz 1,28 mM
KCl 5,36 mM
KH2PO4 1,10 mM
MgSOCa 0,65 mM
NaCl 136, 9mM
NazHPOa4 0,27 mM
glicose 6,10 mM
pH 7,4
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IT 11 2 Solugdo Salina Fosfato Tamponadal(PBS-2D2
Utilizada na lavagem das células apds as incubag8es e

nas homogenel zagdes

NacCl 136, SmM

NaHzPOa4 O 27 mM

KHzPO4 1,10 mM
pH 7,4

IT 11 3 Sclug8o Salina Fosfato Tamponada sem Calcio e
Magnésio CCMF-PBSD

Utilizada para o preparo da solug8o de tripsina

NacCl 136, 9mM
KCl 5,36 mM
NazHPO4 0,27 mM
KHzPOa4 1,10 mM
Glicose 6,10 mM

O pH da solug8oc de tripsina era acertado em 7,8 com

NaOH O, 1N

IT L 1.4 Krebs Ringer Bicarbonato (KRB

Uti1lizada na 1ncubagfo de tdbulos seminiferos SCE

NaCl 118 mM
KCl 4,81 mM
CalClz 2,5 mM
KHzPQOs4 1,19mM
MgSOa O, 76mM
NaHCOa 25, OmM
Glicose 5,0 mM

A solugSo era gaseificada com carbogénio (0Oz COz,

85: 85, 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
Componente g1
L-Arginina. HC1 0,084
.L-Cistefna 2HCl 0, 0626
L-Glutamina 0,584
Glicina 0,030
LL-Histidina HCl.Hz20 0,042
LL-Isoleucina 0,108
L-Leucina 0,105
L-Lisina HC1 0,146
L-Metionina 0,030
L-Fenilalanina 0, 066
L-Serina 0,042
L-Treonina 0,088
L-Triptofanio 0,016
L~-Tirosina. 2Na. 2H20 00,1038
L-Valina 0,084
Cloreto de Colina 0,004
Acido Félico 0,004
myo—Inositol 0, 0072
Niacinamida 0,004
Acido D-Pantoténico 0,004
Piridoxal . HCl 0,004
Riboflavina 0, 0004
Tiamina HC1 0,004
CacClz. 2H20 0,268
CNO3dFe. QH20 0, 0001
MgSOas 0, 09767
KCL 0,400
NacCl 6,400
NazHPO4 0,109
D-Glicose 1,000
Vermelho de Fenol 00,0159
Piruvato de Sdédio 0,110
NaHCO3 3,700

O pH do meio foir acertado em 7,4 com HCl 1N ou NaOH
1N.
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IT.2. METODOS

I1.2 1 Obteng¥o de testfculos enriquecidos em células de
Sertoli (SCED

Femeas prenhas de ratos Wistar, entre o 18° e 20° dia
de gestagdo, recebiam uma dose de 100 Rads de radiag8%oc de
cobaltn Esta irradiag8o provoca a degenerag8o dos gonécitos
e nAo afeta as células de suporte (Sertoli) e células de
Leydig (MEANS et al. ,1976).

Atraves deste procedimento, obtém-se ratos com tdbulos
semiferos proporciocnalmente enriquecidos em células de
Sertols. pois s¥o desprovidos das células da sérire

germinztiva,

IT.2.2 Isoclamento de tdbulos seminiferos SCE

Para o isolamento de tubulos seminiferos, testiculos
de ratos Wistar SCE, dissecados da tdnica albuginea eram
submet:dos a digest3o com tripsina como descrito na FIGURA

IT.1.

IT.2 3 Obten¢g3o de células de Sertoli

s células de Sertoli foram obtidas de ratos Wistar
Ccepa c¢n IB-UFRGS), de acordo com DORRINGTTON et al.(C1975D,
CFIGUR4. II.1D0. Os animais foram mortos por asfixia com éter,
lavados com sab%o germicida e banhados em A4lcool iodado. Os
testici:los foram retirados em condigdes estéreis (capela de
fluxo laminar), dissecados da tdnica albuginea e
fragmernitados com bisturi.

= tratamentos enzimaticos com tripsina e colagenase
eram ac~mpanhados de agitagfo, e as trocas de solug@es entre
um pro~edimento e outro, de sucessivas aspirag¢@es com pipeta
Pasteur para ajudar a liberag3o das ceélulas.

2o término deste processo, as células eram suspendidas
em volume conhecido de meio de cultura. Uma aliquota era

retiraca para contagem em hemocitédmetro com azul de tripan
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para determinar a percentagem de viabilidade.

Testiculos
C ratos Wistar de 19 dias)

Dissecg8o da Albuginea e
Fragmentagfo

Tripsina 0,25% em CMF-PBS CpH7,9)
30min, 34°C

Centrifugagio
Smin. ,700 x g

3

Sobrenadante Sediminto

Cél.Interticiails TGbulos Seminiferos

{

Desprezado Inibidor de Tripsina
1,5mg Sml

Centrifugagio
S min.,700 x g

Colagenase Tipo I em PBS C(pH 7, 4D
imgrml, 1 hora a 34°¢C

Sedimentagio por S min.
3 Lavagens com PBS-1

Centrifugag¢io
2 mln* a 200 x g

¢

Sobrenadante® Sedimento®*

®**Enriquecido em
%Cel Peritubulares Células de Sertoli
e Germinativas.

FIGURA II.1 PROCESSO DE OBTENGXO DE TUBULOS SEMINtFEROS
E DE CELULAS DE SERTOLI:
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Sendo as culturas de células de Sertoli primarias, os
experimentos eram realizados com culturas de células obtidas
de 1 ou mails ninhadas de ratos Wistar de 19 dias. Esta
caracteristica pode explicar a variabilidade encontrada nos
resultados obtidos nos controles. Essa variabilidade, no
entanto, nfo interfere na reprodutibilidade das diferengas

experimentais detectadas.

IT.2.4 Cultura primaria de células de Sertoli
As células foram sempre semeadas em substrato plastico,
aproxi madamente na densidade de 2.4 x 105 células/cmz. e
cultivadas por 24h em meio DMEM com 1% de SBF. Apds, 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 (5% COz, 95% de arD.
Os tratamentos com retinol eram iniciados somente apés

essas 48h de cultura.

IT 2 S. Determina¢3o da pureza das culturas de células de
Sertolil

Em culturas enriquecidas de ceélulas de Sertoli, os
possiveils tipos celulares contaminantes s8o as células
germinativas e as peritubulares. O isolamento das células
por tratamento com tripsina e colagenase produz agregados
celulares que contém aproximadamente 70% de células de
Sertoli CTUNG et al. ,1884). Apds a incubag¢gfo em plastico por
2 ou mais dias esta percentagem aumenta para mais 90%,
porque a maioria das células germinativas contaminantes s3o
retiradas pelas lavagens e trocas de meio das culturas. A
presenga de 1% de SFB apenas nas primeiras 24h de cultura,
reduz a possibilidade de proliferagio das células
peritubulares contaminantes CTUNG et al., 1984D.
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II.2 5 1. Determinac3o da atividade de fosfatase alcalina
nas culturas - Detec¢lo de células peritubulares

A percentagem de células peritubulares presentes nas
culturas foi determinada pela colorag8o histoquimica da
atividade de fosfatase alcalina, considerada um marcador de
células peritubulares em culturas CCHAPIN et al., 1987

As culturas foram fixadas com paraformaldeido 4%, 1h a
4°c, lavadas com tampfo (3- glicerofosfato de sédio 0,1M, pH
7.4 e coradas pela técnica de Gomori para a fosfatase
alcalina CCHAPIN et al , 1987

Para determina¢3o da percentagem de contaminag&8oc por
células peritubulares, eram escolhidas aleatoriamente S
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

contami nagfo encontrado ficou sempre entre 3 e 4%

Colora¢gio Histoquimica para a Fosfatase Alcalina de Gomori

Meio de incubaglo:

3- glicerofosfato de sédio O0.1M S ml

CaClz 2% 20 ml

Mgz2S0Os 10% 10 gotas
Barbital sdédico 0.8 g

Hz0 desionizada qg.s p 50 ml

Filtrar e incubar as culturas a 37°C por £h.

Revel agc8o da atividade:-

Lavar 1 min com H20 desionizada

Sal de cobalto Ccloreto ou sulfato) 1% - Smin
Lavar com Hz0 destilada

Sul feto de amdnio 5%

Lavar com H20 destilada
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FIGURA II.2 DETERMI NAGAO DA ATI VIDADE DE FOSFATASE
ALCALINA PELO METODO DE GOMORI EM CULTURAS
DE CELULAS DE SERTOLI:

- Fixagdo e colorag¥o realizadas S dias apés a semeadura.

- A; culturas coradas para fosfatase alcalina C(x160D

- B; culturas coradas para fosfatase alcalina e Sudan Negro
Cx1 60D

- As setas mostram as ceélulas peritubulares positivas para

fosfatase alcalina; as cabegas de seta mostram as células de

Sertoli negativas para fosfatase alcalina.
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IT 252 Choque Hiposmbdbtico - eliminagBo das células
germi nativas

A remog80 das ceélulas germinativas que poderiam ainda
estar associadas as células de Sertoli era feita por uma
modificag8o proposta por OONK e GROOTEGOED (18873 do método
descrito por GALDIERI et al.(1881)>. Esta técnica baseia-se
na maior labilidade ao contato com meios hiposméticos das
células germinativas em relagdo as células de Sertoli.

No segundo dia de cultura, as células eram postas em
contato por Imin com meio de cultura diluido 1.9 C(v/v) com
dgua tridestilada Apés, o meio era retirado e as culturas
lavadas &2 vezes com meio n3o diluido As culturas eram
deil1xadas em meio sem SFB pelo menos 24h para recuperagio,
antes do 1nicio de qualquer tratamento.

Varios experimentos preliminares foram realizados,
testando efeitos conhecidos do FSH e da insulina em células
de Sertola, comparando culturas tratadas por choque
hiposméticos com outras n3o tratadas Ambos os tipos de
cultura responderam aos hor mbni os como esperado, n3o
existindo diferengas significativas nos resultados Por
estes resultados iniciais e tentando diminuir ac maximo o
manuseio das cul turas, que aumentava o indice de
contamina¢do bacteriana, resolveu-se dispensar o©o choque

hiposmético nos experimentos que comp@em esta tese.

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

O tratamento das culturas com retinol era 1iniciado
sempre apéds 48h de cultura, como foir 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 concentrag8o final do
solvente no meio de cultura era sempre menor que O0.1%. As
culturas controle recebiam a mesma quantidade do solvente.

Todo o manuseio feito com o retinol, desde a pesagem,
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© preparo de solugBes , sua adigdo aos meios de cultura era

feito sem incidéncia direta de luz

IT 2 7 Obten¢X%o de microssomas de células de Sertoli

Os microssomas de células de Sertoli-controle ou
tratadas com retinol (48h com 10uM de retinol), eram obtidos
pela técnica descrita por SARKAR e MOORKEJEA €1984>, CFIGURA
IT 3.

Culturas de células de Sertoll
Lavadas 2x com sacarose 0,25M

Coletar as células em
Tamp3o TrissHC1 10mM-0,145M em NaCl, pH7,4

Soni!ar 2x imin a 40mA, 4°C
Sonicador Thorton - INPEC Eletré&énica S. A

|

Centrifugar: 20min a 10 000 x g
rotor SS-34, Sorvall RC-2

|

[ i
Sedi1mento Sobrenadante
Desprezar Centrifugar: 1h a 105 000 x g

rotorlSW 50 1, Ultracentrifuga Beckman

r 1

Sobrenadante Sedimento
Microssomas

Desprezar

Suspender no
tamp3o de homogeneizagdo

Guardar a -70°C

FIGURA II 3. OBTENGXO DE MICROSSOMAS DE CELULAS DE SERTOLI
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A maior dificuldade desta técnica residia no baixo
rendimento: 1mg de proteina microssomal era obtida de 4
garrafas de cultura de 795 cmz. semeadas com 30>x10° celulas
cada. Para a obten¢8o desta quantidade de células €120x10°
células), eram necessarios pelo menos 12 ratos de 19 dias.
Em um experimento com células-controles e tratadas com
retinol (3 garrafas de 75cm” controles e 3 tratadas>, a
quantidade de proteina microssomal obtida era ao redor de
O0.7mg para cada grupo e eram necessarios, no minimo, 1%

ratos de 19 dias

IT 2 8 IncubagBes com precursores radioativos
IT 281 IncubagBes com {2-’Hlmanose

As células pré-incubadas ou nZ%o com retinol eram
1ncubadas por tempos indicados em cada experimento com
10uCi ml de [2- Hlmanose.

Depois da i1ncubag3o, © meio de cultura era retirado e
as proteinas secretadas precipitadas por adig3oc de TCA/PTA
Cconcentrag8o final 10% de TCA e 1% de PTAD, como descrito
por BERNARD e WASSERMANN (18982). Os precilpitados eram
coletados em filtros de fibra de wvidro Whatman GF-/A. Os
filtros eram lavados 3 vezes com 20ml de TCA 5%, 3 vezes com
20ml de H20 destilada e 3 vezes com 20ml de uma mistura de
etanol /éter etilico C1:1, v vd Secavam—-se os filtros em
estufa a 100°C e contava-se a radioatividade.

Para medir a 1ncorporagfoc em glicoproteinas celulares
e nos glicolipidios intermediarios, as células eram lavadas
3 vezes com PBS-2 gelado, raspadas e sonicadas (2 x 30seg,
40mA> em PBS-2 Uma aliquota era retirada para a dosagem de
protei{nas Os glicolipidios eram extraidos utilizando-se a
partig8o de Folch C(FOLCH et al. ,1957> (FIGURA II1.4> A
radiocatividade i1ncorporada nas glicoproteinas celulares era
medida no pellet protéico delipidado dissolvido em Acido

férmico CGUMA et al , 1990D
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FIGURA 1II.4 PROCESSO DE EXTRAGXO DE INTERMEDI ARIOS
LIPIDICOS ENVOLVIDOS NA BIOSSINTESE DE
N-GLICOPROTEL NAS
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Na curva de tempo de 1incorporag3o de (2-Hlmanose
CFIGURA ITT 1 do capitulo ITIS a incorporagio de
radicatividade a protefnas celulares foi medida com descrito

em II 2.8 2

II.2.8 2 IncubacBes com [U='*Clleucina

Célul as pré-incubadas ou nfo com retinolClOuM por 48hd
eram incubadas por 3h com O, 4uCi- ml de tu-**clleucina. Apds
a incubag8o, a incorporag8o em proteinas secretadas era
medida com descrita em [I.2 8 1. Para a medida da
incorporagioc em proteinas celulares as culturas eram lavadas
3 vezes com PBS-2 gelado, raspadas e sonicadas como ja

1ndicado Uma aliquota do homogeneizado era retirada para

dosagem de proteinas. As proteinas celulares eram
precipitadas com TCA (concentragd8o final 10%. Os
preciprtados eram lavados 2 vezes com TCA 10% e
hidrolisados por 1Smin 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

IT 2.8 3. Incuba¢8o das culturas com [{metil-"Hitimidina

Células de Sertoli pré-incubadas ou n%o com retinol
Ctempos e doses decritos em cada experimento) eram incubadas
com S uCi-sml de (metil-"Hltimidina. Depois da incubaglo, as
células eram lavadas 3 vezes com PBS-2 gelado, raspadas e
sonicadas em PBS-2 O DNA era precipitado pela adig8o de PCA
Cconcentragfo final O0,2M)e hidrolisado em PCA O,5M (15min a
100°C>. Uma aliquota era retirada para dosagem colorimétrica
do DNA e o restante usado para determinagfo da
radiocatividade por cintilag83o liquida.

O sobrenadante da precipitag23o com PCA 0,2M do
homogeneizado celular era liofilizado, dissolvido em Agua e
a radicatividade presente medida para determinag8o da
radiocatividade dentro da ceélula e nio incorporada ao DNA

CAZHAR et al ,1978)
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IT 2.8 4 Incuba¢l3o das Culturas com (S,G—SHI uridina
Células-controle ou tratadas com 10uM de retinol por
48h eram incubadas por 3h com SuCi~- ml de [5.6—3H] uridina.
Depois da incubagd3o, o meio era retirado e as culturas
lavadas 3 vezes com PBS-2, raspadas e sonicadas O RNA era
precipitado do homogeneizado, extraido e hidrolisado como
descrito no item II.Z2 14. Uma alfquota era retirada para
leitura a 260nm e outra para medida da radioatividade por

cintilagl3o liquida

IT 285 Incuba¢Bes de microssomas de células de Sertoli
com GDP- ['*Clmanose

Microssomas obtidos de células-controle ou tratadas
com retinol CC10puM por 48hd> eram incubados no sistema
descrito por IUSEN et al (1984), modificado para microssomas
de células de Sertoli.

Sistema de 1incubag3o para determinag8o da atividade de

!
dolicil-fosfato-manose sintase:

Concentragdo
Sacarose 1850mM
Tamp3o Tris~-Maleato pH 7.7 77 mM
Mercapto Etanol 92 mM
EDTA 3 mM
XClz2 8. SmM
Triton X-100 0. 05%
Materifl enzimatico 200 ou 500ug de proteina
GDP-{" Clmanose 85 a 510 pmoles
Volume total 100ul
X = Mg+{3u Mn'? ou os dois em quantidades equimolares.

As incubag¢®es eram realizadas sempre a 34°¢C por 10min.
A reag80o era finalizada pela adig8o de B00ul de C:M (3:2,
v/v), seguindo-se os procedimentos descritos na FIGURA II 4.
Quando as 1ncuba¢g®es eram feitas em presenga de

dolaicil -fosfato exégeno, a solug8o de dolicil-fosfato era
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evaporada Junto com 10ul de Mg-EDTA (preparado por
neutralizag8o do &cido etileno—diamino-tetracético com MgOd,
J& no tubo de reag8o sob vacuo a temperatura ambiente
CBEHRENS eLELOIR, 1970) Os controles receberam somente
Mg—-EDTA. O dolicil-fosfato seco era dissolvido com a adig3o
da mistura de incubag8o sem o© material enzimatico O
material enzimatico era adicionado depois da solubilizagfo,
e a reag8c era sempre iniciada com a adigdo do nucleotidio-

—agUcar radioativo.

II 2 8 6 Incuba¢¥o de tdbulos seminiferos SCE com [1—3H]
glicose

Tdbulos seminiferos obtidos de 4 testiculos de ratos
de 19 dias foram 1ncubados em 1.8ml de KRB com BuCi de
HsﬁHngicose poer 1h a 37°¢. Apds a 1incubag8o, os tdbulos
foram submetidos & partig8o de Folch como descrito na FIGURA
IT 4 O "pellet” protéico delipidado resultante foi1 usado

nas hidrélises alcalinas e na hidrélise Acida total.

IT 2 9 Coleta e rompimento das células
IT 2 91 Por tripsinizag3o

Nos experimentos preliminares, as células eram
coletadas por tratamento das culturas com traipsina 0.25% ~
EDTA O SmM em CMF-PBS como descrito por HAM e MCKEEHAN
(1979> Apds a liberag3o das células (x Smin), a reagfo era
inibida por adig¢80 de meirio de cultura com 10% de SBF. As
células eram lavadas 3 vezes com PBS-2, suspendidas e

sonicadas (2 x 30seg, 40mA> em PBS-2.

IT 29e Por raspagem das células

Com o objetivo de evitar possiveils perdas de porg¢gdes
glicidicas de proteinas de membrana, causadas pela
tripsinizagfo, passou-se a coletar as células por raspagens
das culturas do substrato plastico com um bast3o com ponta

de borracha d(rubber policemand) Neste procedimento, as
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culturas eram lavadas 3 vezes com PBS-2 gelado, raspadas e

sonicadas (2 x 30seg, 40mAd também em PRS-2.

ITI 2 10 Anilises do “pellet" protéico delipidado

IT 2 10 1. Hidrélises alcalinas redutoras

IT 2 101 1 Suave - O ‘'pellet" protéico delipidado foi
submetido & hidrélise em presenga de hidréxido de sédio O,1N
e boroidreto de s&édio O,1M, a temperatura ambiente, durante
24h CGOLD e HAHN, 1978)

O material hidrolisado era resfriado e neutralizado
com acido acético glacial. Acrescentava-se TCA até se obter
concentragdo final entre 5 e 10% Apdés centrifugag3o, o
precipitado era dissolvido em acido férmico e a
radicatividade incorporada contada . O sobrenadante era
lavado trés vezes com éter sulfurico saturado com Agua. ApSs

evaporagio, a radiocatividade era contada.

IT 2 101 2. Forte - O "pellet'" protéico delipidado foi
submetido & hidrélise em presenga de hidréxido de sé&dio 2N e
boroidreto de sédio 1M em ampola fechada com atmosfera
inerte, a 100°C durante Bh CGOLD e HAHN, 19786).

O material hidrolisado era resfriado e neutralizado
com Acido acético glacial. Acrescentava-se TCA até se obter
concentragfo final entre S e 10%. ApSs centrifugag3o, o
precipitado era dissolvido em acido férmico e a
radiocatividade contada por cintilagdo lfquida O
sobrenadante era lavado +trés vezes com éter sulfdrico
saturade com 4&gua. Apds evaporag8c, a radicatividade era
contada
II.2 10 2. Hidré6lise acida total

O "pellet™ protéico delipidado foi submetido a
hidrélise em presenga de Acido trifluor-acético 2N em ampola
fechada com atmosfera inerte, a 120°C durante 1h CGOLD e

HAHN, 1976>.
-+
O material hidrolisado passava—-se em Dowex S0-X8 C(H D
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20-50 mesh e Dowex 1-X8 CH-COO D> 20-50 mesh As colunas eram
acopladas de forma que o eluato da Dowex 50-X8CH > passava
na Dowex 1-X8 (formiato)d), ambas as colunas eram lavadas com
5 wvolumes de Aagua destilada O material nf%o ligado nas
colunas era constitufido de compostos neutros.

Os compostos que permaneceram ligados na coluna
contendo Dowex B50-X8 eram eluidos com 4 volumes de Acido
cloridrico 2N, sendo constitufidos de compostos carregados
positivamente (SPIRO, 1966D

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

Os compostos carregados eram analisados em
cromatografia descendente em papel no sistema B (II1.2.11 1D.

A resina Dowex 1-X8 (formiato) foi1 preparada a partir da
resina forma Cl por passagem de formirato de sdédio até
reag3oc negativa para cloretos Ccom AgNOad, a seguir, a

resina foir lavada exaustivamente com Agua destilada

II 2 10 3 Determina¢3o de acidos siilicos

A determinagio da presenga de Acido
N-acetil —-neuraminico foa feita no “pellet® protéico
delipidado obtido de 2 culturas de células de Sertoli com B
x 10° células cada.

O "pellet"” foi hidrolisado com H2S504 O,1N por 1h a 80°C
segundo SPIRO (1966)>. Estas condi¢@es n3o causam destruigdo
significante dos Acidos sidlicos depois de sua liberagdo

Depois da hidrélise, os Acidos sialicos foram separados
das glicoproteinas restantes por adsor¢gfo, em uma coluna de
Dowex 1-X8, 20-50 mesh (formiatod. O hidrolisado dilufido com
dAgua destilada até que a concentrag3o de H2S04 fosse 0O,02N
ou menos folr aplicado a coluna e a seguir a coluna foa
lavada com 10 volumes de Aacido férmico O,3N. O eluato foi
liofilizado. O material liofilizado for ressuspendido em
Agua destilada e wuma aligquota usada para determinagdo

colorimétrica pelo método do Acido tiobarbiturico CWARREN,
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1959

Os 4cidos sidlicos foram analisados por cromatografia
em camada delgada C(HPTLC)D no solvente G (PURO, 1969; TAO e
SWEELEY, 1970>

IT 2 10 4. Tratamento com pronase

O "pellet”™ protéico delipidado fou submetido a
digest3o proteolica com pronase, segundo HERCOVICS et
al C1980).

Pré-incubag¢io da enzima-

Tamp8oc Tris- HCl, pH7,8 50mM

CaClz S mM
Pronase 1 %
eh, 37°¢C

A digest3o enzimatica foi1 feita em "pellets*® protéicos
delipidados (* 1 mg de proteinad obtidos de culturas
controle e tratadas com retinol (i10uM por 48h) e 1ncubadas
com 30uCi-ml de [Z-"Hlmanose por 3h. Os “pellets" protéicos
foram tratados por 72h a 37°C com pronase pré-—incubada,
1nicialmente, com uma solug8o a 0.3% (no mesmo tampSo de
pré-i1ncubagdod Apéds 24h, eram adicionados mais 100ul de
pronase pré-incubada e apds 48h, mais 50ul. A digest3o fo:
realizada sob tolueno

A reag8o fol interrompida por aquecimento a 100°¢ por
Smin da mistura de i1ncubagio Uma alfiquota for retirada
para medida da radiocatividade total presente nos "pellets®.

O material tratado com pronase era acidificado dCateé
pH3 0> e passado em colunas de Dowex 50—X2CH+) 400 mesh e
Dowex 1-X8 CH-COO > 20-50 mesh, segundo GODELAINE et
al (19815

As colunas eram acopladas como descrito em II.2.10 2.
A coluna de Dowex S0-X2 foi eluida com 4 volumes de NH4OH
1,5N e a de Dowex 1-X8 com a&cido férmico 3N.
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O mater:ial eluido das colunas foi liofilizado e

submetido a digestdo enzimatica com endoglicosidase-H

IT 2 10 5 Tratamento com endo-{3-N-acetil-glicosaminidase H
O tratamento com endoglicosidase H dos glicopeptidios

produzidos pelo tratamento com pronase foi feito segundo

CHALIFOUR e SPIRO (1984)

Sistema de i1ncubag3o da endo—3-N-acetil-glicosaminidase H

TampZo Citrato de sédio, 0O,2M, pHS.2 200ul
Soro albumina bovina 28 ug

Endo—-f3-N-acetilglicosaminidase H 10 mU

48h, 37°C sob tolueno.

A reagido fol 1inativada por aquecimento a 100°C por
3min Uma aliquota foi retirada para medida da
radivcatividade e os oligossacaridios produzidos pela agdo da
endoglicosidase H separados pelo mesmo sistema de colunas de
Dowex, usado no item I1.2.10.4 , e analisados em
cromatografia em camada delgada no sistema de solventes F

CII 2 11.2 D.

IT 2 11 Cromatografias
IT.2 11 1 Cromatografias descendentes em papel
Foram feitas em papel Whatman 1 nos seguintes eluentes:
Solvente A: n-butanol: piridina: agua (6:4-3,
v/v)>, (BEHRENS e LELOIR, 1970D.
Solvente B: sistema descrito por FISCHER e NEBEL

(1955) solvente de eluig¢30o Ccolocado na canaleta superior da

cuba piridina: acetato de etila- Acido acético: Agua
(585 31, v/v); sistema de saturagfo colocado na parte
inferior da cuba piridina: acetato de etila: aAgua
(11-40 6>.
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II 2 11 2. Cromatografias em camada delgada

Foram realizadas em placas de aluminio com silica gel
C(Merck)> com O 20mm de espessura.

Solventes C: cloroférmio metanol . dgua (65 25 4,
v/v), C(BEHRENS e LELOIR, 1970

Solventes D: cloroférmio: metanol - dgua (45 35 6,
v-/v), CCREEK et al. ,1883

Solvente E: n-propanol: Agua 70 30, v/vd,
CQUESADA-ALLUE, 1980>

Sol vente F: n-propanol: acido acético: Aagua (33 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
C(CHALIFOUR e SPIRO, 1984D.
Sol vente G: Cpara HPTLCD, n-propanol agua: NH¢«OH

6 27, vovd, (PURO, 1969; TAO e SWEELEY, 1970)

IT 2 12 Determinac3o de Proteinas
A concentragdo de proteinas nos homogenei zados
celulares era medida de acordo com LOWRY et al.C(1951D,

usando soro albumina como padri3o.

IT 2 13 Determinaglo de DNA

O DNA era precipitado dos homogeneizados celulares por
adig3o0 de PCA Cconcentragio final 0,2M>. Hidrolisado em PCA
0,5M e dosado pelo método de BURTON (19563, usando DNA tipo

I como padrao

II 2 14 Determinagd3o do RNA Total

O RNA era extraido dos homogeneizados celulares apés
precipirtag83o com PCA Cconcentrag8o final O0,35M). Hidrolisado
em KOH 0,35M (segundo LAMB et al. ,1982). A concentrag8o era
determinada por leitura de uma aliquota a 260nm, usando-se

como padrdo um RNA poli A.
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II 2 15 Determina¢3o da Radioatividade
As determinag8es quantitativas da radiocatividade eram
medidas em um espectrédmetro de cintilag8o 1liquida LKB,
modelo 1209 - RackBeta
Nos extratos em cloroférmio metanol secos sob
nitrogénio e nas proteinas precipitadas dos meios de cultura
e de homogeneizados celulares, coletadas em filtros de fibra
de vidro C(GF-/A Whatmand, a radiocatividade era medida em um
liquido de cintilagi%oc A base de tolueno
Nos "“pellets® protéicos solubilizados em 4dcido férmico
e nas outras amostras aquosas, a radioatividade era medida
em Aquasol 2 (New England Nuclear) ou em um liquido de
cintilag8o a base de Triton X-100 / tolueno
As cromatografias em papel eram cortadas em segmentos
de 1cm de comprimento e contadas em liquido de cintilagZo a
base de tolueno
As cromatografias em camada delgada eram raspadas de

cm/cm e contadas em liquido de cintilag8o a base de tolueno

Composi¢30o dos Liquidos de Cintilag3o

1-> Tolueno:

POPOP 50mg
PPO 4 g
Tol ueno 1 1

2-> Triton—-Tol ueno

POPOP 125mg
PPO 8 5 g
Triton X-100 500ml
Tol ueno 11

II 2 16 Revelag¢3o dos glicidios:
Os padr®es de glicidios nas cromatografias em papel
foram revel ados com reagente de nitrato de prata

CTREVELYAN, 19S50> Nas cromatografias em camada delgada, os
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padr®es de glicidios foram revelados por aquecimento a 250°C

por 10min CALPERIN et al , 1983)

IT 3 AnAlise Estatistica
A andlise estastistica dos resultados obtides foi
feita por anailise de variadncia As médias foram comparadas
pelo teste de Newman—Keuls C(SNEDECOR e COCHRAN, 1978).
Quando apropriado fol utilizado o teste t de Student
C(SNEDECOR e COCHRAN, 1978).
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ITI RESULTADOS

Nesta tese foram utilizadas incubag®es "in vitro' de
tdbulos seminiferos SCE, de culturas cé¢lulas de Sertoli1 e de
microssomas 1solados dessas culturas. Os diferentes tipos
de material bioldgico foram obtidos como descrito no

capitulo II.

I1IT 1 ANALISE DA INCORPORACXO DE [2-"HIMANOSE EM
GLICOPROTEINAS E GLICOLIPIDIOS DE CULTURAS DE CELULAS DE
SERTOLI

IT.1.1 Curvas de tempo de incorporac¢8o de (2-"Hlmanose

Células de Sertoli de ratos de 19 dias, cultivadas e
submetidas a choque hiposmético como descrito no capitulo
II, foram incubadas com 7uCi-ml de [2-’HImanose por 80, 180
e 360 minutos A FIGURA III 1 mostra a curva de tempo de
incorporag8oc de mancse a glicoproteinas celulares e
secretadas Verificou-se que a 1ncorporag8c de manose
radiocativa a glicoproteinas celulares foil1 crescente até 360
minutos, atingindo um “plateau'™ em 180 minutos em proteinas
secretadas.

Em outro experimento, analisou-se a cinética da
incorporag8o de (2-’HImanose aos glicolipidios
intermedidrios na biossintese de N-glicoproteinas (FIGURAS
ITT 2, A e B e ao "pellet™ protéico delipidado C(FIGURA
I1T.2, C. Para tal, células de Sertoli cultivadas por 85
dias foram incubadas com manose radiocativa durante os mesmos
tempos usados no experimento anterior. Os glicolipidios
foram extraidos como descrito no capitulo anterior
Verificou-se que a incorpora¢gldo nos compostos lipofilicos
soldveis na fase inferior da partig3o de Folch aumenta até
360 minutos. Nos compostos soludveis em cloroférmio-metanocl”

dgua (1:1:0.3) e no "pellet” protéico delipidado, existe uma



fase 1nicial de 1i1ncorporag8oc mais lenta, aumentande a
seguir Isto sugere uma cinética de precursor produto

A semel hanga encontrada entre a cinética de
incorporag8o de manose em proteinas celulares mostrada na
FIGURA I1I1.1 Cculturas que sofreram choque hiposméticod com
a mostrada na FIGURA III 2,CC>, "pellet® protéico delipidado
de culturas que n3o sofreram choque, demonstra que ndo
existem diferengas significativas no comportamento dos dois

tipos de cultura, como foi1 descrito no capitulo II

cpm/cel{x10™*)
14 -

12+

T
f
1+

10

Rl Y

0 - ) 1 | 1 1 1 | |
1 2 3 4 5 6 7
Tempo (horas)

~*~ celulares ~-©- gecretadas

FIGURA III 1 CURVA DE TEMPO DE INCORPORACZAO DE
{2-"HIMANOSE EM GLICOPROTEINAS CELULARES E
SECRETADAS EM CULTURAS DE CELULAS DE SERTOLI

- Cada ponto da curva representa a média * EPM de 4
culturasde células da mesma preparag¢g3o celular. As protefnas
secretadas foram obtidas por precipitagiZ3o com TCA-PTA
Cconcentrag8o final 10% em TCA, 0O0,5% em PTA) das proteinas
existentes no meio de cultura apés o término das i1ncubagdes.
As proteinas celulares foram obtidas por precipitagio com
TCA (concentragSo final 10%), do homogeneizado das células
coletadas por traipsinizagfo apéds o término das i1ncubagdes.
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FIGURA III 2 CURVA DE 1INCORPORACXO DE [ 2-"HIMANOSE EM
GLICOLIPIDIOS E NO “PELLET" PROTEICO
DELIPIDADO EM CULTURAS DE CELULAS DE SERTOLI

2A -~ Compostos soluvelis na fase inferior de Folch; 2B
—-Compostos soluveis em C M H20 (1:1:0,3D; 2C - Pellet

protéico delipidado
- Cada ponto das curvas representa a média + EPM de 3

culturas de uma mesma prepara¢do celular
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ITI 1 2 Analise por cromatografia em camada delgada (sf{lica
gel) dos glicolipidios soldvels na fase i1nferior da partig3o
de Folch e em cloroférmio/metanocl-sagua (1:1:0,3D

Levando em conta os resultados apresentados nas
FIGURAS III 1 e III 2, foram 1ncubadas culturas de células
de ZSertoli por 3h com 7uCioml de (2-"HImanocse Este tempo
intermediario de i1ncubag8o fol escolhido por J4 apresentar
uma boa marcag¢3o com o agUcar radiocativo e por permitir que
o processamento dos experimentos fosse completado no mesmo
dia da incubag¢3o das culturas.

O material soldvel na fase 1inferior de Folch fou

aplicado em cromatografia em camada delgada, no solvente C

Observa-se na FIGURA III 3 que 30% da radiocatividade
aplicada corre em um pico com mobilidade semelhante a do
padrio de dolicil-fosfato—manose A  maior parte da

radiocatividade corre com a frente do solvente e corresponde
acs lipidios neutros também soldvelis na fase 1nferior de
Folch, como descrito por DEL PINO et al (1983

Na FIGURA IIT 4, estiA representada uma cromatografia
em camada delgada (silica gel) dos compostos soluvels em
cloroférmo metanol “Agua C1-1:0 3D. Aproximadamente 90% da
radiocatividade aparece em um Unico pPi1co com a mesma

mobilidade do dolicil-pirofosforil-oligossacaridio.

IIT 2 Caracterizag80 quanto A unifo a cadeia polipeptidica

Pela dificuldade de Juntar mater:ial protéico
suficiente para os estudos descritos nos itens III.2 e III.3
a partir de culturas de células de Sertoli, foram utilizados
tubulos seminiferos SCE que s%o enriquecidos em células de
Sertol:

A determinacf%o do percentual de N- e O-glicoproteinas
fo1 obtida utilizando-se a caracteristica de labilidade das

O-glicoproteinas a condig®es alcalinas suaves.
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FIGURA III 3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DA FRACZRO
SOLUVEL NA FASE INFERIOR DA PARTICXO DE FOLCH
A - dolicil-fosfato—-manose C(Padriod

Sistema de solventes C
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FIGURA III 4 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DA FRACAO
SOLUVEL EM CLOROFORMIO/METANOL/AGUA (1:1:0, 3)
A - dolicil-pirofosforil-oligossacaridio CPadriod

Sistema de solventes E
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O ‘"pellet"” protéico delipidado C(marcado com
[l—aH]glicoseD de tubulos seminiferos SCE fol submetido 2
hidrélise alcalina suave redutora C(O,1N NaOH e O,1M
NaBHa4-24h a temperatura ambiented, obtendo-se 46% de
hidrdélise Por hidrdélise alcalina forte redutora (2N NaOH-
1M NaBH4- Bh a 100°C), obteve—se 88% de hidroélise, o que
revela a exasténecia de 1gual gquantidade de N- e de

O~glicoproteinas

TABELA IITI 1

Tipo de unii3o Hidrdélise Hidrdlise

a cadeia peptidica alcalina suave alcalina forte
O-glicoproteinas 46%

N- + O-glicoproteinas 9B6%

III 3. Caracterizagdo quanto a composigdo em oses das

por¢des glicidicas

Com a finalidade de conhecer gquais os glicidios que
fazem parte da estrutura das glicoproteinas, fol1 realizada
uma hidrélise Aacida total com &acido +trifluor-acético nas
condigdes descritas no capitulo anterior Neste experimento
utilizam-se “pellets” protéicos delipidados contendo
glicoproteinas marcadas com [1-2H1 glicose, obtendo-se 95%
de hidrélise Os glicidios neutros e carregados presentes no
hidrolisado foram separados em colunas de troca idnica.

A anidlise dos glicidios neutros fo1 feita em
cromatografia descendente em papel no solvente A. A
compara¢i8c com os padr@es revelou a presenga de galactose,
manose e fucose (FIGURA III.SD.

Os glicidios carregados foram analisados por

cromatografia descendente em papel no sistema de Fischer e
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Nebel (1955) A comparagfo com os padr&es revelou a presenga
de glicosamina e galactosamina (FIGURA 1II 6D,

Como nas condilgdes de hidrélise 4acida total, os

acidos si14licos s3o destruidos, em experimento separado,

descrito no capitulo II, foram dosados os Acidos sidlicos no
"pellet'” protéico delipidado de culturas de células de
Sertoli, sendo determinada a existéncia de 0,067nmoles de
4dcidos siAlicos por 10%élulas. A anAlise por TLC revelou a

presenga de Acido N-acetll -neuraminico nas glicoprotefinas de

células de Sertoli
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ITI 4 RETINOL EM CELULAS DE SERTOLI

Tendo como base os efeitos descritos para o retinol na
manutengdo da espermatogénese e sobre as reag®es de
glicosilagZ%c de proteinas em diversos tipos celulares,
1nclusive em células de Sertoli, resolveu-se estudar os
efeitos do retinol sobre a incorpora¢g8o de {2-?H] manocse em

N—glicoproteinas e nos glicolipidios intermediarios

ITT 4 1 Efeito do retinol sobre a incorporacg3o de
[2-3H]manose em glicolipfdios e em glicoprotefnas

Em um primeiro experimento, trataram-se culturas de
células de Sertoli por 36h com 7uM de retinol Apds, as
culturas foram i ncubadas por 3h com S0uCi - ml de
(2-"H)manose. Os resul tados encontrados mostraram um
aumento significativo na incorporagfo de manose ao dolicil-
-pirofosforil -oligossacaridio, ao "pellet* protéico
delipidado e as proteinas secretadas. Na fragZ%o dos
glicolipidios soltuveis na fase inferior de Folch n&o houve
diferenga significativa entre a incorporagfo nos controles e

no grupo tratado com retinol CFIGURA III 7).
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FIGURA TIII.7 EFEITO DO TRATAMENTO COM RETINOL C36h, 7uM
SOBRE A INCORPORACXO DE MANOSE EM
GLICOLIPIDIOS E GLICOPROTEINAS DE CELULAS DE
SERTOLI

C - controle; R - tratamento com retinol

1C e 1R, compostos soluUveis na fase inferior de Folch; 2C e

2R, compostos soluveis em C:M:H20 (1:1:0,3); 3C e 3R,

proteinas celulares; 4C e 4R, proteinas secretadas.

- Os valores representam as médias * EPM de 3 culturas de

uma mesma preparagfo celular. - a - p0.01; b - pLO.0c
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IIT 4 1 1 Analise por cromatografia em camada delgada dos
compostos lipofilicos intermediarios na biossintese de
N-glicoproteinas

A FIGURA III 8 mostra que cerca de 33% da radioatividade
presente nas fases inferiores de Folch (tanto nos controles
como nos tratados) se desloca em um pico com mobilidade
relativa semelhante & do padr3c de dolicil-fosfato-manose
aplicado na mesma corrida cromatografica. O restante da
radiocatividade, representando os 1lipfdios neutros, também
soluveis na fase inferior de Folch, corre com a frente do
solvente NZo for detectado nenhum pico com Rf semelhante ao
do retinil-fosfato-manose

A presenga de retinil-fosfato-manose foi também

pesquisada na fase superior da parti¢3o de Folch, pois por
suas caracteristicas de solubilidade este composto se divide
1gualmente nas duas fases C(CREEK et al ,1983). NZo foram
encontrados picos com Rf semel hantes ao do
retinil -fosfato-manose (resultados n3o apresentados).

Para estas analises utilizou-se o sistema de solventes
C-M H20 (45.35.6, v-/v), descrito por CREEK et al. ¢1983),
que permite uma mel hor separag3o entre o
retinil -fosfato-manose e o dolicil~-fosfato—manose.

Os compostos soldveis em C:M:Hz20 (€1:1:0.3D), obtidos
das mesmas células descritas anteriormemte, foram submetidos
a cromatografia em camada delgada em silica gel no sistema
de solventes propanol Hz0 (70.30, wv- Vv Aproxi madamente S0%
da radicatividade aparece em sé pico, correspondente ao
dolicil-pirofosforil-oligossacaridio, como ja descrito em
IIT 1 2 C(FIGURA II11.8), ni%oco existindo diferengas entre

células tratadas e controles
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FIGURA III 8 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DOS COMPOSTOS
SOLUVEIS NA FASE INFERIOR DA PARTICXO DE
FOLCN, OBTIDOS DE CELULAS DE SERTOLI TRATADAS
OU NAXO COM RETINOL

A - dolicil -fosfato-manose (posig3o do padr&o)d.
B - retinil-fosfato-manose (posi¢do do padriod.

Sistema de solventes D
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FIGURA III 9 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DOS COMPOSTOS
SOLUVEIS EM C:M:H20 (1:1:0,3), OBTIDOS DE
CELULAS TRATADAS OU NAQO COM RETINOL
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I1I1.4 2. Efeito do tempo de pré-incubac%oc com retinol sobre
a 1incorporag¢3o de (2-"HImanose nos glicolipidios e nas
glicoproteinas de células de Sertoli

Para investigar o efeito descrito nos experimentos
anteriores, células de Sertoll foram tratadas por diferentes
tempos com 10uM de retindl e incubadas por 3h com 10 uCi- ml
de [2-°H] manose Os resultados mostrados na TABELA III 2
indicam claramente que o retinol induziu um aumento
significativo da incorporaglo de manose nos glicolipidios
soluvels em C-M: H20C1+-1:0,3>, ou seja, no
dolicil -PP-oligossacaridio, em todos os tempos estudados. A
i ncorporaglo em glicoproteinas fol significantemente
aumentada em 36h e 48h de pré-incubagio. N3o foram
encontradas diferengas significativas na incorporagZo de
manose nos compostos soluvels na fase inferior de Folch, que
contém o© dolicil-fosfato-manose em nenhum dos tempos

testados

ITT 4 3 Efeito da dose de retinol sobre a incorporag¢ldo de
(2-’Hlmanose nos glicolipidios e nas N=glicoproteinas de
células de Sertolil

A concentrag3o ¢étima de retinol foi determinada
através de uma curva de dose resposta (FIGURA III1.10, A, B e
C> Culturas de células de Sertoli foram pré-—-incubadas por

48h com doses crescentes de retinol, como descrito no
capitulo II, e depoils incubadas por 3h com [B—SH]manose.
Apds, determi nou-se a radiocatividade 1ncor porada nos

compostos lipofilicos soldveis na fase i1nferior de Folch, no
dolicil-pirofosforil-oligossacaridio e nas glicoprotefinas de
células de Sertoli. Os resultados mostrados na FIGURA
ITII 10CA>, 1indicam que o retinol n&%o induz a um aumento na
incorporag8oc de manose nos compostos soldveis na fase
inferior de Folch em nenhuma das concentrag8es testadas. A
incorporac%o no dolicil-pirofosforil-oligossacaridio C(FIGURA
IIT 10 (B>D fo: aumentada de forma significativa pelo
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IIT 10 C(BY) fou aumentada de forma significativa pelo
tratamento com 10uM de retinol A FIGURA III 10CCY mostra
que esta dose (10uMd também induz um aumento significante na
incorporagd3o de manose nas N-glicoproteinas (secretadas =

57 8% e celulares = 42 2% do total das glicoproteinasDd

TABELA III 2
EFEITO DO TEMPO DE PRE-INCUBACXO COM 10uM DE RETINOL SOBRE A
INCORPORACAXO DE MANOSE EM GLICOLIPIDIOS E GLICOPROTEINAS EM
CELULAS DE SERTOLI

Ri§1oat1vidade
cpm x 10 "/mg de protelina
Pré-
Incubagio FI Proteinas Protefinas
Choras> Tratamento Folch 1:1.0.3 Celulares Secretadas
16 C 012 0.82 7 8
(3 +0 02 +0 2% +0 31
E O 11 0. B85 8.9
+0. 02 +0 oe 0.9
36 Cc 0.77 0.858 6 1 8. 22
4y +0.14 *+0. 06 +0 83 +1.47
R 0. 87 4.04% 13.1°¢ 11.93
+0.11 0 54 +1 80 +0.94
48 C 0 25 0. 48 2 32 1.91
=3 0. 02 +0 08 0 19 +0.19
R 0.27 o 80° 3 o° 4.1¢°%
+0. 03 *0 0B +0 49 +0 59
150 C 0.80 0O 28 5. 70 1 20
(5) 0 10 *0 03 +*O 40 0 17
R 0 97 o s8° 4 61 110
*+*0.13 0 085 +0 585 *0 37
C, controle, R, tratamento com retinol; F I.Folch, fase

inferior da partigfo de Folch

- Valores representam as médias * EPM. Os numeros entre
parénteses representam o numero de amostras

a - p<O 01 comparado com o controle; b - p<0.02 comparado
com o controle.

~ Resultados obtidos com culturas de preparagdes celulares
diferentes
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FIGURA III 10 EFEITO DA DOSE DE RETINOL SOBRE A
INCORPORACAO DE MANOSE AOS GLICOLIPIDIOS
E GLICOPROTEINAS DE CELULAS DE SERTOLI

- Frag8o soltvel na fase inferior de Folch;

- Dolicil-pirofosforil-oligossacaridio;

- N—-glicoproteinas
Os valores representam as médias de 6 amostras +* EPM.
- p<O 01 em relag3o ao grupo controle.
- p<O OS5 em relagio ao grupo controle.
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IIT 4 4 Anilise da incorpora¢%o de [2-3H1manose em células
tratadas ou n%o com 10uM de retinol por 48h - Efeito do
tempo de incubag¢fo com o a¢gdGcar radioativo

A fim de determinar se, em tempos mais curtos de
1ncubagdo com o precursor radiocativo, era possivel detectar
um aumento precoce e transitério da 1ncorporag8o de manose
nos compostos soluvelis na fase inferior de Folch,
realizou-se uma curva de tempo de incubag¢io com (2-"Hlmanose
(FIGURA III.11> Os resultados mostram C(FIGURA III 11,A) que
ndo existe diferenga de incorporagio na fase inferior de
Folch entre células tratadas e controles em todos os tempos
testados A incorporagio no dolicil -pirofosforil-
-oligossacaridio foir significativamente maior nas células
tratadas com retinol, a partir dos 90 minutos de incubagfo.
Nas glicoprotefinas, 1sto somente aconteceu aos 150 minutos,
reforgando a idéia da cinética de precursor produto, ja
proposta no experimento representado na FIGURA III 2

CA,B,CD

IIT 4 5 AnAlise dos oligossacarfidios 1ligados ao 'pellet"”
protéico delipidado de células de Sertoli tratadas ou n3o
com retinol

Com a finalidade de analisar os oligossacaridios
componentes das glicoproteinas presentes no “pellet”
protéico delipidado de células de Sertoli tratadas ou ndo
com retinol Cc10uM por 48hD, realizou-se a digest8o
enzimadtica com pronase, como descrito no capitulo anterior
Os glicopeptidios resultantes d{separados por c¢olunas de
troca idnicad foram submetidos a digest3o com
endoglicosidase H Os produtos da Endo H foram separados
novamente por colunas de troca 1iénica, obtendo-se 19% de
hidrélise tanto nas células tratadas com retinol como nas
controles Os oligossacaridios resultantes foram analisados
por cromatografia em camada delgada no sistema G ditem

IT.2 11 2>. Os resultados sugerem a existéncia de uma maior
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heterogeineidade de tamanhos nos oligossacaridios das

células tratadas com retinol (FIGURA III 12).
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FIGURA III 11 CURVA DE TEMPO DE INCUBACXO COM [2—3H]MANOSE
EM CELULAS DE SERTOLI CONTROLES OU TRATADAS
COM 10uM DE RETINOL POR 48 HORAS

A, fase inferior de Folch, B, frag8o C:M:Hz20 (1 1.0,3>;
C,"pellet"” proteico delipidado. Os valores representam as
médias * EPM de 6 culturas obtidas de uma mesma preparagéo
celular a, p<O0,01; b, p<O.05
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I1I 4 B8 Efeito do retinol sobre a incorporac¢c3%o de
metil-timidina ao DNA, de wuridina ao RNA e de leucina a
prote{inas

O aumento da incorporagdoc de manose a glicoprotefinas
provocado pelo tratamento de culturas de células de Sertoli
com retinol aqui apresentado poderia ser decorrente de um
aumento da sintese de cadeias polipeptidicas a serem
glicosiladas ou de um aumento da glicosilag3o de cadeiras
polipeptidicas Na tentativa de determinar a origem deste
aumento, for estudada a sintese de proteinas, de DNA e de
RNA Incubaram-se células de Sertoli pré-tratadas com
retinol (48h com 10uMd por 3h com [metil- Hltimidina ou
com [S—B.BH]uridina ou ainda com [U-'*Clleucina.

A TABELA III.3 mostra que a adi¢foco de retinol <d10pM
por 48h) ao meio de cultura de células de Sertoll induz a um
aumento significativo na incorporagio de [metil-"Hltimidina
ao DNA, mas nfo altera a incorporagfo de (®Hluridina ao RNA
e de [U-'*Clleucina a proteinas. O tratamento com retinol
também nXo afetou o conteddo celular de DNA, RNA e proteinas

CTABELA III. 4D>.

IIT1.4 6 1 Efeito da dose de retinol sobre a incorporac¢cfo de
[metil-"Hltimidina ao DNA em células de Sertoli

Para estudar a relag3o entre a dose de retinol e o
aumento de i1ncorporag8o de timidina ao DNA de células de
Sertoli, realizou-se uma curva de dose-resposta (FIGURA
ITIT 13> Os resultados mostram Qque a 1ncorporagfo de
metil-timidina ao DNA foiri significativamente maior que nas
celulas controles somente nas células tratadas com 10uM de
retinol No tratamento com O,1uyM com retinol exaste um
aumento expressivo de 1ncorporagio, que em diferentes
experimentos n3o foi significativo.

O efeito do retinol sobre a captag3o de metil -timidina
pel as células de Sertoli foi determi nado no mesmo

experimento. A radiocatividade presente no ‘“‘pool **
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dcido-soluvel (determinada como descrito no capitulo IID,
demonstrou que o retinol n3o alterou a captag3o de

metil-timidina por células de Sertoli em nenhuma das doses

testadas CTABELA I1I.5)

TABELA III.3
EFEITOS DO RETINOL SOBRE A INCORPORACZXO DE
[METIL-"H)ITIMIDINA AO DNA, DE (5, 6-"HIURIDINA AO RNA E DE
[U=-"*CILEUCINA A PROTEINAS EM CULTURAS DE CELULAS DE
SERTOLI

cpm (*H) cpm (*H) cpm (e
Tratamento timidina uridina leucina
7~ pg DNA 7 g RNA 7 ug proteina
(8) (€} (?)
Controle 49+1 ,9 334128 55+1 8B
@ @ ?
Retinol 156+1 3% 300*16 56+6 9
— Os valores foram expressos como média * EPM O nudmero
entre parénteses i1indica o numero de amostras

* p<O 001

TABELA III 4
CONTEUDOS DE DNA, RNA E PROTEINAS EM CULTURAS DE CELULAS DE
SERTOLI CONTROLE E TRATADAS COM RETINOL

Total DNA Total RNA Total protefnas
Tratamento 7 cultura 7/ cultura /7 cultura
Cpgd Cugd Cugo
@ {3 11)
Controle 525 1 48+5. 0 1153+59
8> [¢: M 11)
Retinol 54+3 3 461 O 1266+89

— Os wvalores foram expressos como média * EPM O numero
entre parénteses 1ndica o numero de amostras.
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FIGURA III 13 INCORPORACAO DE METIL-TIMIDINA AO DNA DE
CELULAS DE SERTOLI TRATADAS POR 48H COM
DIFERENTES DOSES DE RETINOL

* - p<0.05 em relagio ao controle. Os valores representam a

média * EPM de 6 culturas obtidas de uma mesma preparagfo

celular
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TABELA III B
RADIOATIVIDADE PRESENTE NO “POOL" ACIDO-SOLUVEL, APOS O
TRATAMENTO DE CULTURAS DE CELULAS DE SERTOLI POR 48H COM
DIFERENTES DOSES DE RETINOL:

Radiocatividade
Concentragdes cpm/ug DNA
de
Retinol CuM Pool Acido-Soluvel
(4
Controle 54 53,1
(&>
01 854 S22 O
(®
1 0O 47 2+3 2
(»
10 O 49 83 Q9

- Os valores foram expressos como médias * EPM O numero

entre parénteses i1ndica o nUmero de amostras.

ITII 4 6 2 Efeito do tempo de pré-incuba¢gdo com 10uM de
retinol sobre a 1ncorporag33o de metil-timidina ao DNA de
células de Sertoli

Pela anAlise dos resultados mostrados na FIGURA
IIT 14 verificou-se, que JA com 14h de pré-incuba¢8o com
10uM de retinol a i1ncorporagiio de metil-timidina era maAxima

e significativamente maior que no grupo controle.
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FIGURA I11.14 EFEITO DO TEMPO DE PRE-INCUBACXO COM 10u4M DE
RETINOL SOBRE A INCORPORACAO DE
METIL-TIMIDINA AO DNA DE CELULAS DE SERTOLI

* — p<o.01

— Os valores representam a média * EPM de 4 culturas de uma
mesma preparac¢3o celular.

— Culturas controle mantidas até ao final do tempo maximo de
pré—incubagio (48h) apresentam os mesmos niveils de
1ncarpora¢io de metil-timidina ao DNA encontrados no tempo
zero de pré—incubagido (C, valor assinalado no grafico).
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IIT 85 ESTUDO DA BIOSSINTESE DE N-GLICOPROTEINAS E DE SEUS
MANOLIPIDIOS INTERMEDIARIOS EM MICROSSOMAS DE CELULAS DE
SERTOLI: DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE DOLICIL-FOSFATO-MANOSE
SINTASE (CEC 2.4.1.83)

ITI 5 1 Determinag3d3o das condi¢gBes para o estudo da
incorporag3o de manose a partir de GDP-['*Clmanose em
aceptores endédgenos de frag¢fes microssomals de células de
Sertola
ITT 51 1 Estabelecimento das condig¢g8es para determinac¢3o
da atividade de dolicil fosfato manose sintase

0] sistema de 1ncubagio utilizado inicialmente
baseocou-se em sistemas descritos na literatura para o estudo
da transferéncia de manocse em microssomas de figado (lusen,
et al ,1884), de gléandula mama&ria (White, 19785 e de

testiculo i1inteiro CGuaragna et al , 1986D.

Determinou-se que, utilizando-se 200ug de proteina
microssomal de células de Sertoli, © tempo 1i1deal de
i ncubagio a 34°C para a transferéncia de manose a partir

de GDP-manose para os compostos soltuveis na fase inferior de
Folech foi1i de 10 minutos. Esta quantidade de protefina foa
escolhida por ser compativel com o pequeno rendimento obtido
na prepara¢g8o de microssomas a partir de culturas primarias
de células n3o transformadas e por se encontrar dentro da
faixa de linearidade da reagdo

No estudo de enzimas particul adas, existe a
necessidade da utilizag8oc de um detergente no sistema de
1 ncubag3o O triton X-100 ¢ o mais usado em reagdes de
glicosi1lagi3oc de proteinas em presenga de um substrato
lipidico exédgeno (dolicil-fosfatod. Utilizando concentragdes
de triton X-100 de até 0.1%, verificou-se uma 1nibigio
crescente com a concentragfico do detergente. Escolheu-se a
concentrag%c de O OB5%, gque ¢ eficaz na solubilizagdo do
dolicil-fosfato exdégeno, nfo apresentando efeito 1nmibitério

acentuado

108



III.5 1 & Ac¢Xo dos fons Mn'> e Mg'”

Sabendo-se que as reagdes de transferéncia de
glicidios, dos respectivos nucleotidios agtcares doadores
para os lipidios receptores e glicoprotefinas dependem dos
lons divalentes Mg+ze/ou Mn*z. testou-se a atividade da
dolicil ~fosfato-manose sintase em presenga de Mn+2, de Mg+2
ou de Mn'? + Mg'? CFIGURA III.15D.

Verificou-se maior atividade enzimatica na presenga
dos 2 cofatores idnicos (Mn*? e Mg*zb.

Diversos estudos tém mostrado que o 4fion Mg+2 é o
cofator preferencial da dolicil-fosfato-manose sintase e o
Mn'? da sintese do dolicil-pirofosforil-oligossacaridio e de
sua transferéncia para a proteina. Na tentativa de obter
malor rendimento nessas duas etapas da N-glicosilag3o, em
experimentos n3o apresentados, foram feitas incubag¢des de
microssomas de celulas de Sertoli somente com Mg+z. Apots, a
radiocatividade n3o incorporada era retirada por lavagem e
nova centrifuga¢g83o dos microssomas era realizada a 105. 000
xg por 1h. Esses microssomas eram novamente incubados em um

+2

sistema contendo Mn Os resultados obtidos foram

. +2
semelhantes aos encontrados na incubag3fo uUnica com Mg e

+2
Mn .
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FICURA III.1S INCUBACAO DE MICROSSOMAS DE CELULAS DE
SERTOLI PARA O ESTUDO DO EFEITO DOS IONS Mn'?

E Mg'® SOBRE A ACXO DA DOLICIL-FOSFATO-
~MANOSE SINTASE

- Experimento representativo de dois outros realizados nas
mesmas condigBes. As incubagdes foram feitas com 200ug de

proteina microssomal.
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ITII 5 2 Estudo do efeito da variag3o da concentrag3o de
substratos sobre a formag3o de manolipfdios intermediarios e
sobre a biossintese de N=-glicoproteinas

Para o estudo do efeito da variagZ%o da concentragdo de
substratos sobre a 1incorporag3o de manose a partir de
GDP-1*“C) manose nos compostos soluveis na fase inferior de
Folch, utilizou-se um sistema de incubag3o com a composig8o
estabelecida no item II1.5.1. deste trabalho.

A incorporagfo de manose ao dolicil-PP-oligossacaridio
foi medida no extrato em C-M-H20 (1:1.0,3> do material
insoldvel presente na interface da partig3d3oc de Folch. A
extensfo da transferéncia do oligossacaridio para protefinas

foli medida no "pellet' protéico delipidado.

III 52 1 Curva de concentrag3o de dolicil-fosfato

Nesta curva, a concentragd3o de dolicil-fosfato variou
entre 5 e 20ug Verificou-se na FIGURA 11I1.16 que, na fase
inferior de Folch , a transferéncia de manose apresenta
estimulag8o maxima com Sug de dolicil-fosfato exédgeno. Na
mesma figura pode-—-se observar que a transferéncia de manose
para as outras fragdes Cdolicil -pirofosforil-
~oligossacaridio e "pellet®™ protéico delipidadod ¢é muito
pequena.

Com o objetivo de verificar se a baixa transferéncia
para o dolicil-pirofosforil~oligossacaridio e para o}
“"pellet'" protéico era devida a pequena quantidade de enzima
incubada e a falta de aceptores endédgenos, realizou-se um
experimento similar com BS00ug de protefina. Como se pode
observar na FIGURA 1III.17, o aumento da quantidade de

proteina nZo modificou o resultado anterior

IJIT S5 2 & Curva de concentracX3o de G6DP-[ **C1 manose
Nesta curva, a concentragfo de GDP-[ **CImanose variou
entre 85 e 510 pmoles. Na FIGURA III.18 CA, B e () est3o

representadas as curvas de concentrag8o de GDP-manose em
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ausencra e em presenga de BSug ou 20pg de dolicil-fosfatlo
Verificou-se que transferéncia de manose para © dolicil-
—fosfato aumenta com a concentragido de GDP-manose (FIGURA
ITI 18,AD

O efeito do aumento da concentraglio de GDP-mancse
sobre a incorporag8o de manose ao dolicil-pirofosforil-
-oligossacaridio e aoc ‘pellet” protéico delipidado em
ausénclia e em presenga de dolicil -fosfato esta

representado nas FIGURAS III 18, B e C.

pmoles/min/mg prot

——

—
—

0 5 10 16 20 25
dol-P (ug)

-~ Fase Inf.Folch + 1103 -%- Pellet

FIGURA III.18 CURVA DE CONCENTRACAO DE DOLICIL-FOSFATO
(200ug DE PROTEINAD
- Experimento representativo de dois outros realizados nas

mesmas condigdes.
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FIGURA III 17 CURVA DE CONCENTRACAXO DE DOLICIL- FOSFATO
(500ug DE PROTEINA)D

- Experimento representativo de dois outros realizados nas

mesmas condig¢des
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FIGURA III.18 CURVA DE CONCENTRACXO DE GDP-{'*C1MANOSE

A, compostos soldveiris na fase inferior de Folch;

B, dolicil-pirofosforil-oligossacaridio;

C, "pellet' protéirco delipidado

- Experimento representativo de doils outros realizados
mesmas condi ¢Bes
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III 6 EFEITOS DO RETINOL SOBRE A ROTA DE N-GLICOSILACAO DE
PROTEINAS EM CELULAS DE SERTOLI

ITI.6 1 Efeito do retinol sobre a atividade da
dolicil-fosfato— manose sintase

Em experimentos preliminares, verificou-se que o
retinol ativava a transferéncia de manose de GDP-manose para
os compostos soldveis na fase inferior de Folch e que esta
atividade era favorecida pela presenga de dolicil fosfato
exédgeno CTABELA III.86D

Os microssomas de células tratadas com retinol foram
obtidos sempre de culturas que receberam 10uM de retinol por

48h

TABELA III.6
EFEITO DO RETINOL SOBRE A TRANSFERENCIA DE MANOSE DE
GDP-MANOSE PARA OS COMPOSTOS SOLUVEIS NA FASE INFERIOR DA
PARTICXO DE FOLCH EM INCUBACOES DE MICROSSOMAS DE CELULAS DE
SERTOLI:

Dolicil-Fosfato Cugd

Tratamento

(pmoles/min/mgd zero S
Controle 1.0 8.4
Ret1nol 15 i2 1

ITI 61 1 Anidlise por cromatografia em camada delgada
(sflica gel) dos compostos soldvelis na fase inferior de
Folch derivados da incubag¢lio de microssomas de células de
Sertoli

. Pela analise por cromatografia em camada delgada dos
compostos soldvels na fase inferior de Folch, verificou-se,
tanto nas 1 ncubag¢des de microssomas obtidos de

células—controle como daquelas tratadas com retinol, a
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presenga de somente um pico de radiocatividade com mobilidade
semelhante a do dolicil-fosfato-manose padr8o aplicado na

mesma corrida cromatografica (FIGURA III 19D,

ITT 61 & Efeito da concentragio de dolicil-fosfato
ex6geno sobre a transferéncia de manose a partir de
6DP-[**CImanose para o dolicll-fosfato - Efeito sobre a
atividade da dolicil-fosfato-manose sintase

Nesta curva, a concentrag3o de dolicil fosfato exdgeno
variou de O a 45ug por tubo de incubagSo e a de GDPE-['*c]
manose fol de 170pmoles. Verificou-se que a adig3o dolicil -
—fosfato exdgeno aumenta a ati1vidade da enzima nas
células—-controle e nas tratadas com retinol (Figura III.20),
e gque, nas células tratadas com retinol, a formag8o de
dolicil ~-fosfato—-manose ¢ claramente maior que nas células
controle, mesmo nas condigdes em qgque o dolicil-fosfato

exdédgeno esta em grande excesso.

opm A
00
400
200
o»—\_A )
[+] 03 o8 o8

Mobilidade Relativa

FIGURA 1III 19 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DA FASE
INFERIOR DA PARTICAO DE FOLCH DA INCUBACAO DE
MICROSSOMAS DE CELULAS DE SERTOLI

A - dolicil—-fosfato—-manose (posi¢g8o do padriod.

-Sistema de solventes D

—Na figura, esti 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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FIGURA III 20 EFEITO DA CONCENTRACAO DE DOLICIL-FOSFATO
EXOGENO SOBRE A ATIVIDADE DE DOLICIL-FOSFATO-
-MANOSE SINTASE EM MICROSSOMAS DE CELULAS DE
SERTOLI CONTROLES E TRATADAS COM RETINOL

- Resultados semelhantes foram encontrados em outros dois
exper 1 mentos 1ndependentes.

IT1I &6 =2 Efeito do retinol sobre a sintese do
dolicil-pirofosforil-oligossacarfidio e de glicoproteinas

As FIGURAS III 21 CA e BD mostram que o retinol
também produziu um marcado aumento na 1ncorpora¢gio de
manose ao dolicil-prrofosforil-oligossacaridio e a

glicoproteinas por enzimas de microssomas 1solados de

células tratadas
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FIGURA 1III 21 ACKO DO RETINOL SOBRE SINTESE DE

DOLICIL~-PIROFOSFORIL-OLIGOSSACARIDIO E DE
N-GLICOPROTEINAS: EFEITO DA CONCENTRACXO DE
DOLICIL-FOSFATO EXOGENO

A, dollcxl—plrofosforll—oligossacaridlo; B, "pellet"”

proteico delipidado

-~ Resultados semelhantes foram encontrados em outros doirs

experimentos 1ndependentes
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Experimentos similares aos mostrados nas FIGURA III 20,
e III 21 CA e B>, foram realizados com 690 pmoles de
GDP—[14CJmanose Os resul tados encontrados foram

semel hantes
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1V DISCUSSAO

Os experimentos realizados por THOMPSON et al (1964) e
por MITRAMOND et al.{1979) corroboram a hipétese de que o
retinol ¢ essencial para a manutengdo da espermatogénese em
mami feros Em ratos, a deficiéncia prolongada de retinol
resulta na interrupg3o da espermatogénese e atrofia dos
tdbulos seminiferos CHUANG et al , 1983 e 1889 O
restabelecimento da espermatogénese nestes animais se daA por
ingestio de retinol ou por sua administragfo direta nos
testiculos O 4acido retindico, que ¢ capaz de manter a
morfologia normal de muitos tecidos epiteliais na auséncia
de retinol, n8o é capaz de sustentar nem de restabelecer a
espermatogénese quando administrado por via oral ou i1njetado
diretamente nos testiculos C(THOMPSON et al.,1964; LOTAN,
19801

Existem muitas evidéncias sugerindo que a célula de
Sertoll seja a principal célula alvo da ag8c do retinol nos
testiculos Elas captam o retinol "i1n vivo"” e "in vitro" e
possuem a mais alta concentragfo de CRBP (protef{na celular
ligadora de retinold entre as células testiculares
SHINGLETON et al (1989a) demonstraram que as células de
Sertoll captam o© retinol livre ou ligado ao complexo
transportador (RBP-TTR-retinol) e rapi:damente o convertem a
retinil esteres A concentrag8oc de retinil-ésteres nas
células de Sertoli é compar avel a encontrada nos
hepatécitos, considerados reservatérios de vitamina A para o
organismo C(BISHOP e GRISWOLD, 1987, GRISWOLD et al , 1989).

A formag3o da barreira hemato-testicular na porg¢io
baso-lateral das células de Sertoli divide o epitélio
seminifero em dois compartimentos: o basal e o adluminal.
Com isso, as ceélulas do compartimento adluminal se tornam

totalmente dependentes das células de Sertolal para o seu



desenvolvimento Essas Gltimas, por exemplo, oxidam glicose
até piruvato e lactato, sendo esses dois compostos os
principais substratos energéticos das células de série
germinativa presentes no compar timento adluminal
Cespermatécitos secundarios e espermatides).

ESKILD et al.(1991) descreveram a existéncia de
receptores nucleares para o &acido retindéico nas células de
Sertoli e em espermiatides redondas, sugerindo que o &cido
retindéico deve atuar como regulador génico nestas células.
A demonstrag¢fo da capacidade das células de Sertoli oxidarem
O retinol a Acido retindico, feita por NAPOLI e RACE (1887),
estabelece a possibilidade do retinol na forma de Aacido
retindico atuar via receptores nucleares ja conhecidos.

BISHOP e GRISWOLD (1987) sugerem o envolvimento dos
retinil-ésteres na transferéncia do retinol das células de
Sertoli para as células germinativas. A impossibilidade do
4cido retindico servir de substrato para a esterificagdo
pode ser apontada como uma das provaveis raz8es de sua
ineficiéncia na manuteng8o da espermatogénese (BISHOP e
GRISWOLD, 1987; GRISWOLD et al, 1989D.

A espermatogénese envolve uma sequéncia de alteragdes
morfolégicas que incluem a migrag3oc , adesfo e diferenciagfo
de células. Todos estes processos estZo associados com a
presenga de glicoconjugados de superficie celular. Muitos
estudos tém mostrado que ocorrem reconhecimentos especificos
e ades3o entre células de Sertoli e germinativas.
Glicoproteinas est3o presentes nestes sitios de contato. A
migragfo de células espermatogénicas ao longo das células de
Sertoli, concomitante com o© processo de diferenciacgfo,
envolve o aparecimento e o desaparecimento de regides de
ades%o CPAGE et al., 1990).

A diferenciagio morfolégica das células de Sertoli se
torna mais acentuada quando cessa a atividade mitoética
Caproximadamente aos 14 dias de idade em ratos) e quando

ocorre a formag3o da barreira hemato-testicular (Centre os 16
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e 19 dias da idade em ratos). As regifies de contato entre as
células (tight Jjunctions) s3o formadas por moléculas de
ades%0, muitas das qualis s3do glicoproteinas, sendo também
glicoproteinas a maioria das protefinas secretadas pelas
células de Sertoli. Entre essas glicoproteinas est3o: o
ativador de plasminogénio, a transferrina, a ceruloplasmina,
as glicoproteinas sulfatadas 1 e 2 e o ABP, todas
importantes para o desenvolvimento das células germinativas.

O estudo da regulagdo da fung8o das células de Sertoli
esta, muitas vezes, relacionado com a sintese e a secregio
de glicoproteinas. Os efeitos do FSH, da insulina, da
testosterona e do retinol, nos processos de sintese, de
glicosilag3oc e de secreg3o de proteinas por células de
Sertoli, foram descritos por muitos autores C(FRITZ et
al ,1976; WILSON e GRISWOLD, 1979; KARL e GRISWOLD, 1880;
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 reag¢gdes de glicosilagdo
de proteinas esti bem estabelecido, desde que DE LUCA (19772
mostrou que compostos, como o© retinil-fosfato-manose e
retinil-fosfato-galactose, podiam transferir seus agUcares
para proteinas. Varios autores sugeriam que o retinol pode
atuar modificando a atividade de algumas enzimas que
transferem unidades glicosidicas para glicolipidios e
glicoproteinas C(CREEK e MOORE, 1980; HASSEL et al. ,1978;
ROSSO et al. ,1877; ROSSO e col.,1981; HUGLY e GRISWOLD,
1887D.

As glicoproteinas podem apresentar oligossacaridios
ligados a4 cadeiria polipeptidica por dois tipos principais de
ligag3o glicidio-proteina: a ligag8o O-glicosidica, via
serina ou treonina, que ¢é 14abil em condigdes alcalinas
suaves; e a liga¢Zo N-glicosidica, wvia asparagina, que &
resistente nestas condig8es. Os resultados apresentados

nesta tese mostram que as glicoproteifinas presentes no

122



"pellet"” proteico delipidado de testiculos SCE pertencem as
duas classes. Em condi¢®es alcalinas suaves, obteve-se 46%
de hidrdélise, e o rendimento da hidrdélise alcalina forte

fol de 96%, demonstrando que B50% das glicoprotefinas sdo

N-glicosiladas. Sabendo-se que, em mamiferos, a manose faz
parte somente de N-glicoproteinas e que a galactosamina
indica a existéncia de N-acetil-galactosamina, agucar

constituinte apenas das O-glicoproteinas, a existéncia das
duas classes de glicoproteinas fol confirmada pela analise
dos produtos da hidrélise Aacida total, que revelou a
presenga de galactose, manose, fucose, glicosamina e
galactosamina

A utilizag2o, nos experimentos referidos acima, de
glicose como marcador radiocativo justifica-se pelo fato de a
glicose poder ser convertida em qualquer unidade de agtcar
constituinte dos oligossacaridios das N- e O-glicoprotefnas.

A determinagfo da presenga " de Acido
N-acetil —neuraminico confirma a existéncia de glicoprotefnas
do tipo complexo. O tratamento com endoglicosidase H dos
N-glicopeptidios C(marcados com {2-"HImanose) originados da
digest3o com pronase do ‘'pellet® proteico delipidado obtide
de células de Sertoli mostrou que cerca de 80% dos
glicopeptidios nZo s&%o atacados pela enzima, sendo,
portanto, do tipo complexo ou hibrido. Esses resultados sio
coerentes com os de PAGE et 2al.(1980>, que demonstram que
cerca de B0 das glicoproteinas de células de Sertoli de
ratos de 20 dias, cultivadas em substrato plastico, tém
oligossacaridios do tipo complexo.

A adi¢Z3oc de agtcares a glicoproteinas ocorre pela
transferéncia direta, a partir de nucleotidios agtcares (O-
e N-D ou indiretamente, pela formag3o de
lipidios-oligossacaridios intermediadrios (N-D (STANELCONI e
LELOIR, 1979) O oligossacaridio pré-formado é imediatamente
transferido para as proteinas nascentes no reticulo

endopl  asmatico. Este processo é encontrado tanto em células
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de mamiferos como de algas, leveduras, insetos e vegetais
CHUGHES e BUITTERS, 1981).

Os resultados obtidos, nas 1ncuba¢gdes de culturas de
celulas de Sertoli com [E—SH]manose. mostram que grande
parte da radiocatividade incorporada est4d na fragdo
protéica A radiocatividade 1ncorporada no dolicil-fosfato-
-monossacaridio e no dolicil-pirofosforil-oligossacaridio é
muirto balxa quando comparada a i1ncorporada em proteinas. Nas
1ncubag®es de microssomas obtidos de células de Sertoli com
GDP—[14C]manose. verificou-se que a mal or parte da
radiocatividade i1ncorporada estava no dolicil-fosfato—-mancse,
sendo a radioatividade encontrada em proteinas muito baixa
Esses nivelis de i1ncorporagdo sio semelhantes aos encontrados
por SPEAKE e WHITE C1978) em 1ncubagBes de explantes de
glandula mamiria e por WHITE (1978) em 1i1ncubag¢gdes de
microssomas de glandula mamiAria com aguUcares radioatlvos.

As diferengas qualitativas e quantitativas encontradas
na incorporag8oc de manose em aceptores enddgenos, entre
células inteiras e preparagdes de enzimas particuladas,
podem ser justificadas, segundo SPEAKE e WHITE (1878), pela
grande diferenga na quantidade de caderas polipeptidicas
disponiveis para a glicosilagfo existente entre células
intactas e preparagBes microssomals As células 1ntactas
podem sintetizar proteinas ativamente, continuando a
produzir caderas polipeptidicas. Em contraste, preparag¢des
mLcrossomals contém um ndmer o limitado de cadeilas
polipeptidicas aceptoras

Nos estudos do efeito do tempo de 1ncubagio de
culturas de células de Sertol:r com o agdcar radiocativo, a
distribuigio da radiroat:vidade 1ncorporada nos
glicolipidios soltveis na fase 1nferior de Folch e em
C.M:H20 (1:1 O 3>, bem como em proteinas em células de
Sertoly, sugere a formag8oc 1nicial de um oligossacaridio
ligado ao aceptor lipfdico (dolicolDd e sua posterior

transferéncia para a proteina, i1ndicando a existéncia de uma
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cinética de precursor-produto.

Na incubagd3oc de células intactas com aglUcares
radiocativos ocorre uma grande redistribui¢g¢@o da marca
radicativa A incubagZ%o com manose tritiada no carbono 2
C[2-’HImanosed ¢ usada para diminuir possibilidade de
formagio de outros agucares radiocativos e de intermediarios
da rota glicolitica. Cerca de 50% do S’H da
[2-’HImanose-6-fosfato é removido na formag¢io de
frutose-6-fosfato pela manose—-fosfato isomerase
(D-manose-B-fosfato ceto-isomerase, EC 5.3.1.8) (SPEAKE e
WHITE, 1978). Apesar disto, QUISSELL et al.c1983)>,
analisando a relag%oc molar entre os agucares radioativos
1 ncor por ados em glicoproteinas a partir de incuba¢gBes com
[a—sHJmanose, demonstraram a presenga de galactose/
glucose/ manose/ fucose na proporgdo de 1,0:0,05:7,2:1,6.

Utilizando-se incubagdes com (2-"Hlmanose era esper ado
que a presenga de radiocatividade em lipidios estivesse
restrita aos glicolipidios contendo manose. Entretanto, pela
anilise por cromatografia em camada delgada dos lipidios
soluvelrs na fase i1nferior de Folch, verificou-se que sé 30%
da radicatividade aplicada corre no pico com mobilidade
semelhante a do dolicil -fosfato-manose padr8oc. A maior parte
da radicatividade corre com a frente do solvente, sendo
constituida de lipidios n8o carregados, como Ja fou
descrito por SPEAKE e WHITE (1978) em explantes de glandulas
mamaria, por DEL PINO et al (19890 em ovario do carrapato
Boophtilus microplus e em testiculos de rato CELENA
A BERNARD, comunica¢3o orald. Nos experimentos citados por
ELENA A. BERNARD a percentagem foi confirmada por
cromatografias em colunas de DEAE e hidrélise Aacida em pH
2,0 (dados n3o publicados).

Uma explicag83o para o descrito acima fol sugerida por
SPEAKE e WHITE (13978), que propSem que, durante a conversZo
de [2-’HImanose-B-fosfato em frutose-6-fosfato, seria

produzido um ‘pool * intra-celular de ?H20 altamente
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radiocativa. Esta radiocatividade seria incorporada nos Aacidos
graxos durante as etapas redutoras de sua sintese

Por outro lado, a analise dos compostos menos polares
soluveis em C-M-Hz0 (1 1:0.3> mostrou que a radioatividade
migrava em um sé& pico com a mobilidade relativa dodolicil
pirofosforil oligossacaridio

Comparando os nivelis de incorporagao [E—SH]manose. em
glicolipidios e glicoproteinas de células de Sertola
pré-incubadas com 7uM de retinol por 36h com os encontrados
em células-controle, verificou-se que o retinol estimula a
1ncor por ag&o nos glicolipidios soluvelrs em C: M: H20
(11 O3 e em glicoproteinas, n8o havendo aumento de
incorporag8o nos glicolipidios soluveis na fase inferior de
Folch Estes resultados s3o semelhantes aos de GALDIERI e
MONACO (18830, que ao estudarem a incorporagio de
fa-aHlmanose. de ISH]glicosamina e de [SH]fucose em
proteinas celulares e secretadas de células de Sertoli de
ratos Wistar de 21 dias, tratadas ou n3o com retinol,
mostraram a agao estimulante da vitamina sobre a
incorporagdo de manose em dglicoprotefnas e em compostos
soldveilis em metanol

O sistema de solventes C: M: H20 (45:35:6), descrito por
CREEK et al (19830 se caracteriza por produzir uma boa
separagdo entre retinmil-fosfato-manose e dolicil-fosfato-
—manose, permi tindo assim a mel hor determinag3o da
existéncia dos dois compostos Utilizando este sistema, a
analise dos glicolipidios soltveis na fase 1nferior de
Folch, obtidos de células-controle e tratadas com retinol,
mostrou que ndo existem diferengas , n3o sendo detectada a
presenga de retinil-fosfato-manose Como, segundo CREEK et
al (19833, o retinil-fosfato-manose se distribui i1gualmente
nas duas fases da partig3o, as fases superlores também
foram analisadas no mesmo sistema de solventes. N3o foi,
entretanto, encontrado nenhum pico de radiocatividade com Rf

correspondente ao do retinil-fosfato-manose C(experimentos
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ndo apresentados)

Na analise cromatografica da fragfio soluvel em C.M H20
(1 1 0 3 de cé¢lulas—-controle e tratadas com retinol, foi
detectado © mesmo pico de radicatividade correspondente ao
dolicil -pirofosforil -oligossacaridio Isto demonstra que,
pelo menos ao nivel de sensibilidade das técnicas usadas,
nf¥o existem diferengas qualitativas entre os glicolipidios
formados por células tratadas com retinol e controles

Os resultados da curva de dose resposta de retinol
mostram que a incorporagdo de manose, em glicoproteinas e no
dolicil -pirofosforil-oligossacaridioco fol crescente com a
dose de retinol, sendo significativamente maior nas células
tratadas com 10uM de retinol que nas controle. GALDIERI e
NISTICO (1986 demonstraram que, com doses de retinol entre
3uM e 7uM havia aumentq da 1incorporagfo de manose no
material precipitado com TCA de células de Sertoli tratadas
com a vitamina por cerca de 45h

Na anilise do tempo de pré-incubag8oc com 10uM de
retinol, verificou-se um aumento de 1ncorpora¢gd3o de manose
no dolicil-pirofosforil-oligossacaridio em todos os tempos
estudados e em protefinas com 38 e 48h de pré-incubagdo. O
fato do retinol n3o ter estimulado a incorporag3o de manose
em glicoprotefinas, apédés 150h de pré-incubag8o, pode ser
Justificado pelos resultados de ROMMERTS et al (19780 e de
SKINNER e GRISWOLD (1982). Tais autores demonstram que a
sintese e a secre¢g3o de ABP e transferrina por células de
Sertoli, cultivadas em presenga ou auséncia de horménios,
declina rapidamente com o tempo de cultura

Quando se analisou o efeito do tempo de incubagfo com
[a—sHlmanose. foi verificado que o retinol estimulava
significativamente a 1incorporagfo do agucar radiocativo no
dolicil -pirofosforil -ocligossacaridio aos 90 e 1S0min de
i ncubagdo No tocante a protefnas, o aumento foi
significativo somente aos 150min. Esses resultados s%o mais

uma indicaglo da existéncia de uma cinética de

127



precursor-produto na i1ncorporagd3oc de manose em protefinas de
células de Sertoli Confirmam também os efeiltos
estimulatérios do retinol sobre a biossintese de
N—-glicoproteinas

Nos estudos de dose-efeito, tempo de pré-incubagZo e
tempo de i ncubagdo com o precursor radioativo
C[a—sH]manose). utilizando células intactas tratadas ou nZo
com retinol, n3o foram constatadas diferengas na
incorporag33c de manose nos compostos soldvels na fase
inferior de Folch Quando se analisou a incorporagfo de
manose nessa mesma fragdo em incubag@es de microssomas de
células de Sertoli com GDP-manose, verificou—-se que o
retinol, em auséncia de dolicil-fosfato exdgeno provocava um
aumento de cerca de S0% na incorporagdo de radiocatividade
no dolicil-fosfato-manose. Como JA4 discutido anteriormente,
a 1ncorporagiZoco de manose nos compostos soldveis na fase
inferior de Folch em 1ncuba¢g®es de células 1ntactas ¢ muito
baixa, além disso o dolicil-fosfato-manose representa sé 30%
da radiocatividade presente nessa frag3o. Nessas condig¢gdes a
agdo estimul ante do retinol na formagdo de
dolici]l -fosfato—-manose, em incubagdes de células intactas,
pode ter sido mascarada pela alta proporg3o de lipidios ndo
carregados radiocativos

As célul as podem aumentar sua capacidade de
glicosilag3o de proteinas por varios mecanlismos.
ad) por aumento do nUmero de cadeias polipeptidicas a serem
glicosiladas;
b> por aumento na concentrag¢fo de dolicil-fosfato; ou
c) por estimulag3o da atividade de enzimas envolvidas no
processo de glicosilagdo

Com a finalidade de verificar se o retinol atuava ao
nivel da sintese proteica em células de Sertols,
1ncubaram-se células—-controle e tratadas por 48h com 10uM
de retinol com [U-'*Clleucina ou com [5.6—3H]uridina. Como a

vitamina A ¢é sabidamente essencial para o crescimento e
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diferenciagdo de células epiteliais, sendo também
conhecidos os efeiltos do 4cido retindico na 1inibigH3o do
crescimento de alguns tipos de células transformadas
CPETKOVICH et al.C1987), na mesma série de experimentos,
analisaram-se os efeitos do retinol sobre a 1i1ncorporagio de
[metil-"Hltimidina ao DNA

O tratamento de células de Sertoli com retinol
provocou um aumento significativo na 1incorporagio de
metil-timidina ao DNA, n&oc alterando a incorporagdo de
uridina ao RNA e de leucina a protefinas. Também n8oc foram
afetados os conteddos celulares de DNA, RNA e proteinas.

@) aumento significativo da i ncorporaglo de
metil-timidina ao DNA n8o pode ser atribufide a uma
estimulagd3o da proliferag3do celular, Ja4 que n8o foram
detectados aumentos nos conteddos de DNA, RNA e proteinas
nas culturas GALDIERI e MONACO (1983), estudando a ag8o do
retinol sobre a incorporagfo de leucina no precipitado de
105 000Oxg do homogeneizado de células de Sertoli, tampouco
acharam estimulo na incorporagi3o deste aminoidcido provocado
pela vitamina

Sabe-se que células de Sertoli somente proliferam
rapidamente no periodo neonatal (em ratos de 12-14 dias de
idade a atividade mitética & menor que 1%, embora altos
niveis de i1ncorporagi3o de timidina sejam detectados por mais
3 a 4 semanas C(NAGY, 1972 O significado fisioldgico para
esta alta taxa de i1ncorporagf3o de timidina ao DNA em células
de Sertoli, em periodos de atividade mitédtica baixa, &
desconhecido GRISWOLD et al.C1975) descreveram dque o
tratamento de células de Sertoli obtidas de ratos de 10, 20
e 30 dias de idade com FSH ou dibutiril AMPc aumentava a
incorporagdo de timidina ao DNA total e nuclear JA o maior
aumento de incorporagio foli observade em células de ratos
mals velhos Esses autores desconhecem a natureza do DNA
sintetizado, sugerindo que este fato possa estar associado a

sintese de DNA durante a fase S na preparagfo da mitose ou a
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outros tipos de incorporagl3o de timidina ao DNA
relacionados, por exemplo, com mecanismos de reparagdo de
DNA ou com replicagio parcial do DNA, como da
heterocromatina nuclear ou amplificagdo génica.

Posteriormente, GRISWOLD et al (1976 encontraram que
20% das células de Sertoli em cultura sintetizavam DNA
Resultados semelhantes foram achados por KIERZENBAUM et
al (19800, mostrando que, em culturas de células de Sertoli
de ratos de 20-22 dias, 17-20% das células sintetizavam DNA
e sofriam mitoses, apesar de seu potencial negligenciavel de
sintese de DNA e mitose "in vivo". Os autores descartaram a
possibillidade da sintese de DNA estar acontecendo em células
peritubulares contaminantes ao determinarem, por técnicas
imunoldgicas e auto-radiograficas, a presenga de ABP no
citoplasma das mesmas células que i1ncorporavam timidina.

O efeito do retinol sobre a incorporag8c de timidina
aoco DNA de células de Sertoli, relatado neste trabalho, pode
estar relacionado com as proposi¢Bes de GRISWOLD et
al (19750 e repetem o efeito descrito para o FSH.

No estudo do efeito da dose de retinol sobre a
incorporagio de [metil—aH]timidina ao DNA de células de
Sertoly, verificou-se que, em pré-incubagBies por 48h com
10uM, a estimulag3o era significativa. Ao se analisar o
efeito do tempo de pré-incubag8o com esta dose de retinol,
demonstrou-se que, apds 14h de tratamento, a incorporagio ja
era significativamente maior que nas células—-controle. Na
mesma série de experimentos, fol demonstrado que o retinol
n8o alterou o "pool"™ Acido-soldvel de metil-timidina,
indicando que a vitamina n8o provocou aumento na captagio
de timidina

HUGLY e GRISWOLD (1987), observaram que os niveis dos
mRNA de proteinas caracteristicas da célula de Sertoli, como
a transferrina e a glicoproteina sulfatada 2 <SCM-&1,
estavam alterados em ratos deficientes em wvitamina A A

administrag8o de uma dieta com retinol restabeleceu os
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niveis normais dos mRNA e a espermatogénese O fato do
retinol n%o ter alterado a i1ncorporagdo de uridina ao RNA
total de células de Sertoli pode ser explicado pela sua
atuag80 somente sobre os mRNA de protefnas especificas. O
efeito seletivo sobre alguns tipos de RNA pode n3o ser
detectado neste tipo de experimento Para tal, seria
necessaria uma analise gqualitativa 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 (19830 e por GALDIERI e
NISTICO (1986) demonstram os efeitos estimulatdérios do
retinol sobre a N-glicosilag3o de proteinas em células de
Sertoll, sem esclarecer os mecanismos responsavels pelos
efertos observados. Para tentar explicar o(s) mecanismo(s)
peloCs) qualdisd o} retinol estimula a sintese de
N—-glicoproteinas em células de Sertoli, passou-se a examinar
os efeitos do retinol em sistemas isentos de células. Para
isto, estudou-se a transferéncia de manose para dolicil-
-fosfato, para dolicil-pirofosforil-oligossacaridio e para
proteinas em incubag¢®es de microssomas isolados de
células-controle e tratadas por 48h com 10uM de retinol em
presenga de GDP-{ **Clmanocse

Nestes experimentos, demonstrou-se que a sintese de
dolicil -fosfato-manose a partir de GDP-manose foi maior nas
1ncubagdes de microssomas obtidos de células de Sertola
tratadas com retinol A anilise cromatografica do material
soldvel na fase inferior de Folch mostrou que a
radiocatividade migrava em wum udUnico pico com mobilidade
relativa semelhante ao padrdo de dolicil-fosfato-manose, n3o
tendo sido detectada a presenga de retinil-fosfato-manose

Ap6bs PARODI e LELOIR (1979) terem determinado que o
intermediario lipidico na N-glicosilag8oc de protefinas em
células eucari1éticas era um dolicil-pirofosforil-
-oligossacaridio, muito se tem discutido sobre a

importAncia da concentrag%o celular de dolicil-fosfato na
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regulag%c do processo C(LUCAS e LEVIN, 19775 Muitos
laboratérios tém estudado a regulag2o da sintese de dolicol
e sua possivel inter-relagfo com a sintese de colesterol
RAMACHANDRAN et al.(19815, demonstraram em células Hel.a,
que a dexametasona estimulava a sintese de dolicol, dolicil-
~-fosfato e dolicil-fosfato-manose, ao mesmo tempo em que
inibia a sintese de colesterol.

A incorporagfo de (**Clacetato no colesterol nXo foi
alterada pelo tratamento de culturas de células de Sertol:
com retinol CLUCIA H.MARTINI, tese de mestradod.

Pelo ja discutido acima e descrito na introdug8o deste
trabalho, a ativagfo da sintese de N-glicoproteinas pode
estar relacionada com o aumento da concentrag8o de dolicil-
—-fosfato ou da atividade de glicosil-transferases, por
estimul agdo dessas enzimas ou por incremento na sua sintese
Ao analisar os efeitos da presenga de dolicil-fosfato
exdgeno em 1ncubag¢gBes de microssomas de células de Sertols:,
verificou-se um aumento significativo na sintese de
dolicil -fosfato—manose

Com a finalidade de investigar se o efeito do retinol
sobre a sintese de dolicil -fosfato—-manose estaria
relacionado com uma maior disponibilidade de dolicil-
-fosfato, i1ncubaram-se microssomas de células tratadas com
retinol e de células-controle em presen¢ga de quantidades
saturantes de dolicil-fosfato exédgeno. Nas células tratadas
com retinol, encontrou-se um claro estimulo na formag8o de
dolicil -fosfato—-manose em todas as concentragdes de

dolicil-fosfato exégenc testadas. Esses resultados indicam

que o retinol, em células de Sertoli, exerce um efeito
estimulatério sobre a dolicil-fosfato—-manose sintase CEC
2.4 1 83). Entretanto, nio pode ser excluida a

possibilidade de que também exista um aumento na
disponibilidade de dolicil-fosfato.
O controle hormonal da dolicil-fosfato—-manose sintase

folr proposto por vaArios autores. Ao analisarem o efeito da
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adig3o de dolicll-fosfato exédgeno em células Hela tratadas
ou n3o com dexametasona, RAMACHANDRAM et al.C1981> e
RAMACHANDRAM e MELNIKOVYCH (19863 descreveram um resultado
similar aos aqui apresentados Verificaram ent3o, que a
resposta A adigd3o do aceptor exdégeno era maior nas células
tratadas com o©o horménio, sugerindo que a dexametasona
poderia estar estimulando a dolicil-fosfato-manose sintase
de maneira independente, nZo relacionada com a concentragfo
de dolicol TUSEN et 2l (1984), ao determinarem que a
N-glicosilagd3oc em epididimo de ratos estava sujeita a
modul agdo por andrdégenos, mostraram que o tratamento

hormonal n3o alterava a concentrag3o enddégena de dolicil-

-fosfato A atividade da dolicil-fosfato-manose sintase
epididimal, porém, apresentava uma forte dependéncia do
estado androgénico do animal. Assim, a castragdo provocava

uma diminuig3o na atividade da enzima que era restabelecida
com administrag3o de testosterona. Como as mudangas
provocadas por andrégenos eram mals acentuadas quando
expressas em fung3o do conteddo de DNA e como os horménios
esteréides atuam ativando a sintese de mRNA especificos, os
autores propuseram que o) aumento da atividade da
transferase, encontrado nos animais tratados com andrégenos,
poderia ser devido a uma estimulagio na sintese da enzima.
Varios trabalhos tém demonstrado que a deficiéncia em
vitamina A provoca uma redugdo na 1ncorpora¢gdo de manose em
manolipidios e glicoproteinas de figado (SATO et al ,1978;
DE LUCA et al ,1978> HASSELL et al. (1878) demonstraram que
a administrag8c de um excesso de retinil-palmitato em
ratos resultava em um aumento na i1ncorporag3o de manose em
glicolipidios e glicoproteinas, mas n8o de galactose. A
etapa da rota de glicosilag8o na qual a vitamina A alteraria
a incorporagd3o de manose nio fol esclarecida. RIMOLDI et al.
(1990> sugerem que a redugdo da 1ncorporagdo de manose
durante a deficiéncia em vitamina A seja devida A 1nibigd3o

da sintese de GDP—-manose
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Estudando os efeitos do retinol e do retinil-palmtato
sobre as atividades de glicolipidio e glicoproteina
galactosil-transferase em membrana plasmatica de figado de
ratos, CREEK e MORRE (1980> concluiram que a estimulagfo
provocada pelo retinol na i1ncorporag8o de galactose nSo era
resultado de sua atuag8o com carregador intermediario de
galactose.

DEUTSCH e LOTAN (1883), por sua vez, demonstraram que
o Acido retindico estimulava a incorporaglo de acido si14lico
a proteinas em varias linhagens de células tumorais.

Nas incuba¢g®es de microssomas de células de Sertoli com
GDP-manose apresentadas e discutidas neste trabalho, também
fol detectada uma estimulag3do na incorporagfo de manose no
dolicil-pirofosforil-oligossacaridio e em glicoproteinas nos
miLcrossomas lsolados de células tratadas com retinol. Pode-
—se atribuir ao aumento da concentragfo de dolicil-fosfato-
—-manose a responsabilidade por este efeito.

Por outro lado a estimulagio da incorporagfo de manose
no dolicil-pirofosforil-oligossacaridio nos microssomas de
células tratadas com retinol também poderia i1ndicar que o
dolicil -fosfato-manose participa n3o somente como substrato
para a oa—manosllagio, mas também como regulador da
biossintese do 1lipidio-pirofosforil-oligossacaridio. Isto
for demonstrado por KEAN (1982, 1983 e 1983), em retina de
pintos, determinando que o dolicil-fosfato-manose era efetor
alostérico da UDP—-N-acetil—-glicosamina-dolicil -
~N-acetil-glicosamina -1- fosfato transferase.

Outro dos efeitos encontrado foi o aumento da
transferéncia do oligossacaridio para a proteina. Tal efeito
pode ser explicado pelo simples aumento do substrato ou por
um fendmeno similar aos descritos por varios autores que
mostraram a regulagfo por horménios da oligossacaridio-
—-transferase SINGH e LUCAS (1981 demonstraram que o©
tratamento com estrdégenos estimulava a atividade de uma

cligossacaridio-transferase em oviduto de galinha. FRANC et
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al (1984> observaram que a tireotropina estimulava a
atividade de varias glicosil-transferases, distribuidas ao
longo do processo de N-glicosila¢%oc C(manosil- e glicosil-,
galactosil- e sialil-transferase e oligossacaridio—
-transferase), sendo que foi notado maior efeito
estimulatério sobre a ocligossacaridio-transferase

E um fato conhecido que os horménios esterdides e
tiroideos atuam sobre receptores nucleares estimulando genes
especificos Os trabalhos de GIGUERE et al.(1987); PETKOVICH
et al €1987>; DARMON (19900 e WOLF (19900 sugerem que o
mecanlismo de a¢lo da vitamina A seria bastante semelhante ao
dos horménios esterdides e da tiredide, envol vendo a
ativagi3o de genes especificos No entender destes
pesquisadores, 1sto colocaria o retinol na categoria dos

horménios que regulam o crescimento e a diferenciagdo

celular. A glicosilagd3o de proteinas estid estreitamente
relacionada com os processos de diferenciagdo celular. Em
varios trabalhos citados nesta discussio, estdo descritos

efeitos de esterdides e de horménios da tiredide sobre a
glicosilagdo de proteinas ESKILD et al.C1891) encontraram
altos niveis do receptor do Acido retindico Ctipo RARa) em
células de Sertoli. Baseados nos resultados obtidos no
presente trabalho e nos de outros autores aqui c¢itados,
sugere-se a possibilidade de que a vitamina A (na forma de
retinol ou de Acido retindicod possa atuar sobre a
glicosilagd3o de proteinas em células de Sertoli, via
ligag3o com seu receptor nuclear.

Os resultados apresentados demonstram que o retinol
estimula a atividade da dolicil-fosfato-manose sintase CEC
2 41 83 em culturas de células de Sertoli. Tomando em
consideragdo os efeitos sugeridos para diferentes horménios
sobre a atividade das enzimas envolvidas na sintese do
lipfidio-pirofosforil-oligossacaridio, na sua transferéncia
para a cadeia polipeptidica e na analogia proposta entre as

agBes da vitamina A e as de alguns horménios, uma explicagldo
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si1milar poderia ser aplicada aos aumentos encontrados na
sintese do dolicil-pirofosforil -ocligossacaridio e de

N-glicoprotefinas
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V  CONCLUSBES

1> Na caracterizag8oc das <classes de glicoproteinas
constituintes das células de Sertoli, constatou-se

ad) A existéncia de aproximadamente a mesma proporg8o (S0
de O- e N-glicoproteinas

b>d A 4nalise dos oligossacaridios constituintes dessas
glicoproteinas demonstrou a existéncia de glicidios neutros
C(galactose, manose e fucose) e carregados (galactosamina,
glicosamina e 4cido N-acetil -neuraminicod. Essa composig3o
em glicidios ¢é uma confirmagd3o da presenga de O- e
N-glicoproteinas em células de Sertoli.

c) A presenga de fucose,galactose e de 4acido N-acetil-
—neuraminico sugere a existéncia de N-glicoproteinas do tipo
compl exo

d> O tratamento com endoglicosidase H demonstrou que cerca
de 20% das N-glicoprotefnas encontradas em culturas de
células de Sertoli mantidas nas condig¢gBes utilizadas neste

trabalho s3o do tipo "high mannose"”

(2) Ao analisar as diferentes etapas da biossintese de
N-glicoproteinas, usando t2-?HImanose como precursor
radiocativo, determinou-se que a incorporagdo de manose nos
glicolipidios intermediarios dessa rota, no “"pellet®”
proteico delipidado e nas proteinas secretadas foi crescente
com o© tempo de incubag8o com o© agUcar radiocativo. Os
resultados ainda sugerem a existéncia de uma cinética de

precursor produto

(3> O tratamento de culturas de células de Sertoli com
retinol aumentou a 1ncorporago de manose no dolicil-
-pirofosforil-oligossacaridioc e nas glicoprotefinas. Este

eferto fol1 encontrado em i1ncubag8es com 10uM de retinol



(4> As anAlises cromatograficas dos compostos soldvels na
fase 1nferior da partig%c de Folch e Cr/MsH20 C1 1 0.3
demonstraram a existéncia de picos de radiocatividade com
mobilidade relativa semel hante aos padrdes de
dolicil -fosfato—-manose e dolicil-pirofosforil -

-oligossacaridio

(82 O tratamento com 10uM de retinol n3o afetou os contetdos
celulares de DNA, RNA e protefnas Também n8o foi1 afetada a

i1ncorporagdo de uridina ao RNA e de leucina em proteinas

(B> O tratamento com retinol aumentou a incorporag3o de
metil-timidina ao DNA de culturas de células de Sertoli
Esse efeito ¢ significativo com a dose de 10uM e 34 € maximo

com 14h de tratamento das culturas com a vitamina A

(7> Os experimentos com microssomas 1solados de células de
Sertol:r demonstraram que o tratamento com retinol aumentou a
atividade da dolicil -fosfato-manose sintase e possivelmente
de outras enzimas envolvidas na rota de glicosilagfo.

Outros autores ja& haviam determinado a regulagdo da
dolicil -fosfato-manose sintase por horménios, mas esta foi
a primeira demonstragd3o de sua regulagfo pelo retinol
Também foi1 a primeira demonstragl3o de uma ag3o regulatéria
exercida pela wvitamina A ao nivel da sintesedo dolicil-

-prrofosforil -oligossacaridio
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