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ABREVIATURAS
Além dos simbolos quimicos e das unidades do sistema internacional (SI) de pesos e medidas

convencionalmente utilizados, encontram-se listadas abaixo outras abreviaturas empregadas neste trabalho.

ABP Proteina ligadora de andrégenos

AC Adenil-ciclase

AIB Acido o-aminoisobutirico

AMPc 3', 5' adenosina monofosfato ciclico

atm Atmosfera

BSS Solugdo salina tamponada

cLeu Cicloleucina

CMF-BSS Solugio salina tamponada livre de célcio e magnésio
cpm Contas por minuto

CRP Com retinol durante o periodo de pré-incubagéo
CRABP Proteina de ligag@o celular de dcido retindico
CRBP Proteina de ligag@o celular de retinol

CRI Com retinol durante o periodo de incubagio
DA Dopamina

DBAMPc Derivado dibutiril do 3', 5' adenosina monofosfato ciclico
DG Diacilglicerol

DHP Dihidropiridinas

DHT Dihidrotestosterona

DNA Acido deséxirribonucléico

DOG 2-Deéxi-glicose

E.P Erro padrio da média

EGF Fator de crescimento epidérmico

FSH Horménio foliculo estimulante

g Unidade gravitacional

GMPc 3'5' guanosina monofosfato ciclico

GnRH Hormonio de liberagdo de gonadotrofinas

hCG Gonadotrofina coriénica humana

HE Hematoxilina-eosina

Hz Hertz

IGF-1 Fator de crescimento semelhante a insulina-1
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1P3
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LH

nCi
pm
UM
MeAIB
pg/ml
mEq/l
min

mCi

mmol
mU/ m
ng

NIH
NIADDK

ODC
P-Mod-S
P.A
P.AS.
PDE
PKI
PLA,
PLC
POPOP
PPO
PRL
Proteina-G
q.s.p-
rads
RAR
RAR-«

Inositol fosfato

Inositol trifosfato

Krebs-Ringer bicarbonato

Horménio luteinizante

Molar

Micro Curie

Micrémetro

Micromolar

Acido o-metilaminoisobutirico
Micrograma por mililitro
Miliequivalente por mililitro

Minuto

Mili Curie

Milimetro

Milimolar

Milimol

Miliunidade por mililitro

Nanogramas

National Institute of Health - USA
National Institute of Arthritis, Metabolism and Digestive Diseases
Nandmetro

Ornitina descarboxilase
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RESUMO

As células de Sertoli tem um papel importante na regulagdo do processo espermatogénico e
possuem sitios de ligagdo para o FSH e andrégenos. Além disso, sdo células alvo da vitamina A,
substincia que exerce efeitos modulatdrios importantes sobre a espermatogénese. Esta tese teve como
objetivo esclarecer alguns aspectos do mecanismo de a¢do do horménio foliculo estimulante (FSH)
(responsividade das culturas de células de Sertoli ao FSH e agdo mediata do hormdnio) e, investigar o
mecanismo de agdo do retinol no transporte de aminoacidos neutros (a¢do imediata e mediata). Para
este estudo foram utilizados testiculos enriquecidos em células de Sertoli (SCE) de ratos e culturas de
células de Sertoli provenientes de testiculos "SCE" de ratos imaturos.

Na primeira parte desse trabalho foi analisado o efeito do FSH de distintas origens e purezas
no transporte de aminoacidos neutros e, posteriormente a influéncia do FSH na sintese de proteinas
gerais em culturas enriquecidas em células de Sertoli de ratos imaturos. As culturas de células de
Sertoli altamente purificadas sdo completamente responsivas ao FSH aos 15 min. de tratamento
hormonal. As diferentes doses de gonadotrofinas utilizadas estimularam o transporte de aminoédcidos
neutros com diferencas na poténcia relativa do horménio. A sensibilidade desse método foi detectada
desde a dose 0,025 mU/ml e nenhum efeito do LH foi observado com respeito ao estimulo no
transporte de o-MeAIB 14C. Paralelamente foi analisado a agiio mediata do horménio no transporte de
aminodcidos e na sintese protéica. O tratamento prolongado com EFSH (0,1 mU/ml), aumentou
significativamente a incorporagdo de leucina-14C em proteinas e néo foi verificado qualquer alteragio
estimulatdria no transporte de aminoicidos. A seguir, modelos de tratamento agudo e prolongado
também forneceu informagdes a respeito do mecanismo de ac¢do do retinol no transporte de
amino4cidos neutros. O retinol induziu um aumento significativo no transporte de aminodcidos
neutros em testiculos “SCE" e em culturas de células de Sertoli de ratos imaturos. Este estimulo foi
observado com as doses de 10 e 20 UM em tempos curtos (minutos). A ag¢do estimulatéria do retinol
no transporte de a-MeAIB l4c processa-se através do sistema "A" de transporte dependente de sédio
e energia e, envolve a abertura de canais de célcio dependentes de voltagem, provavelmente do tipo
"T". Por outro lado, a ac@o estimulatéria do retinol no transporte de aminoicidos continua sendo
observada mesmo na presenga de ciclo-heximida em concentra¢des que reduziram em 95% a sintese
protéica. O tratamento prolongado com retinol estimulou a sintese protéica em 15 min. e atingiu um
efeito maximo nas 3 h de incubagdo. Também foi observado que a presenga do retinol somente
durante o perfodo de pré-incubag@o (agdo mediata ), ndo teve uma segunda fase no transporte de
aminoécidos mediada pela sintese de novo de protefnas. A agio estimulatéria do retinol no transporte
de aminoécidos nio foi aditiva nem com a dose méaxima de FSH utilizado.

Nos estudos do efeito do retinol em testiculos "SCE" de ratos durante o desenvolvimento
sexual do animal observou-se uma ag3o estimulatéria na captagdo de aminodcidos somente em

testiculos de ratos de 15 dias, aos 30 e 35 dias a captacio caiu drasticamente e o retinol foi inefetivo.
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O tratamento crénico e/ou agudo com propionato de testosterona néo teve efeito detectdvel no
transporte de aminodcidos nem em testiculos "SCE” nem em células de Sertoli de ratos imaturos.
Estes resultados mostram que o FSH e o retinol estimulam o transporte de aminoécidos através de um
mecanismo parcialmente comum, ja que, ambos atuam no sistema "A" de transporte através de canais
de célcio dependentes da voltagem, sdo independentes da sintese “de novo” de proteinas e, seus

efeitos ndo sdo aditivos.

XXx1il



I. INTRODUCAO
L.1. TESTICULO
I.1.1. Organizacao Estrutural do Testiculo

O sistema reprodutor masculino consiste em: 1) 6rgdos sexuais primdrios - os dois
testiculos; 2) um sistema de ductos ( ductos eferentes, o epididimo, o canal deferente e o
conduto ejaculador) e 3) vérias glandulas acessérias masculinas (vesicula seminal, a prostata e
a glandula bulbouretral) (Dym, 1983).

O parénquima testicular de mamiferos € composto basicamente de dois
compartimentos. O tecido intersticial vascularizado, constituido pelas células de Leydig,
células midides ou peritubulares, vasos sanguineos e linféiticos, fibroblastos e macréfagos
(Fawcett, 1993), sendo que a organizagdo desse compartimento varia consideravelmente de
uma espécie a outra (Steinberger e Steinberger, 1989). E, os tiibulos seminiferos que em
animais sexualmente maduros sao formados por um complexo epitélio estratificado
constituido por distintas categorias de células. As células de Sertoli, células de sustentacdo
ndo proliferativas e uma populagdo de células proliferativas que migram continuamente da
periferia do tdbulo a superficie luminal - as células germinativas (Fawcett, 1993 e Dym,
1983).

Um corte histoldgico transversal do parénquima testicular mostra os tdbulos
seminiferos, apresentando um alto grau de dobramentos, inseridos na matriz do tecido
conjuntivo frouxo que contém as células do tecido intersticial. Figura I.1.

A andlise da composi¢do de um tibulo seminifero de um animal adulto, além das
células de Sertoli, podem ser observadas uma ou duas geragdes de espermatogonias,
espermatécitos e espermatides. Uma geragdo € definida como um grupo de células que sdo
produzidas aproximadamente no mesmo momento e se desenvolvem sincronicamente. Nos
diferentes tipos de células germinativas, certos passos do desenvolvimento da espermétide
estd associado com uma geragdo definida de espermatScito € espermatogdnia, estas

associagOes sdo chamadas estdgios e jd estd bem descrito em vdrias espécies (Clermont,
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1972). Uma série completa de um estigio é denominada ciclo do epitélio seminifero e dura
aproximadamente 12 a 13 dias nas diferentes cepas de ratos (Leblond e Clermont, 1952;
Clermont, 1972; Parvinen, 1982). A espermatogénese completa nos ratos Wistar € atingida
aproximadamente aos 52 dias de idade ( Clermont, 1972). Nesse processo continuo de
producdo de espermatozoéides no testiculo, as células de Sertoli e germinativas interagem
intensiva e cooperativamente para o pleno desenvolvimento do epitélio germinativo.
Observacdes morfoldgicas e histoldgicas demonstraram que as células de Sertoli
variam qualitativamente e alteram seu comportamento metabélico durante os diferentes
estagios do ciclo do epitélio germinativo (Parvinen, 1982). Essas descobertas garantem que a
plena associagdo ambiental, além de nutricional e hormonal entre as células de Sertoli e

germinativas, sao fundamentais para o desenvolvimento completo da espermatogénese.

L.1. 2. Histofisiologia do Testiculo
Os testiculos constituem o 6rgao sexual primdrio do sistema reprodutor masculino e
possuem fungdes importantes como: a) fungdo enddcrina (células intersticiais) e b) funcgdo

exécrina ( tibulos seminiferos).

a) Funcio enddcrina testicular- Junto ao lado externo da membrana basal dos ttibulos
seminiferos, hd uma ou mais camadas de tecido conjuntivo frouxo de células midides e
agregados de células de Leydig distribuidas no espago intertubular. As células de Leydig
possuem um rico reticulo endoplasmético liso onde reside a maquinaria enzimatica para a
produgd@o de hormdnios androgénicos (Fawcett, 1993). O colesterol derivado da circulagdo ou
sintetizado no reticulo endoplasmético liso é transportado para a mitocdndria onde uma
clivagem na cadeia lateral leva a formagdo de pregnenolona que no reticulo endoplasmético
liso é transformada em testosterona e posteriormente é secretada no intersticio. Assim, a
testosterona pode entrar para o sistema capilar venoso ou linfético para ser transportada para
fora dos testiculos ou difundir-se para os tibulos seminiferos (Steinberger,1970).Figural.2.A

alta concentragio local de testosterona é necessdria para manter a espermatogénese normal €
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completa nos tdbulos seminiferos. Além disso, a testosterona circulante é essencial para
manter a funcdo das glandulas acessorias e o desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secunddrias masculinas (Steinberger et al., 1973 ; Parvinen, 1982 e Fawcett, 1993).

b) Funcio exdcrina testicular - O epitélio seminifero possui uma organizagdo bastante
complexa, sendo formado por duas populagdes de células - As células germinativas e as
células de Sertoli.

Os elementos germinativos consistem de uma geragao sucessiva de c€lulas arranjadas
numa camada concéntrica bem definida dentro do epitélio seminifero no interior dos tibulos,
incluindo da periferia ao limen; espermatogdnia, espermatdcito, espermdtide e
espermatozoide (Dym, 1983).

As células germinativas primordiais masculinas originadas do endoderma do saco
vitelino, migram para dentro dos testiculos em desenvolvimento, incorporam-se aos cordoes
sexuais epiteliais que se desenvolverdo em tdbulos seminiferos. Nesse local, as células
germinativas primordiais, as espermatogdnias primitivas ou pré-espermatogdnias, que
permanecem em repouso até, por volta do inicio da puberdade, comegam a sofrer mitose para
formar espermatogbnias e dar inicio ao processo de divisdo e diferenciagdo das
espermatogdnias, produzindo os espermatozdides através do processo denominado
espermatogé€nese (Cormack, 1991 e Clermont, 1972). As células germinativas em
desenvolvimento sdo circundadas pelos componentes somdticos do epitélio seminifero - as
células de Sertoli.

As células de Sertoli originadas de células epiteliais comuns dos corddes sexuais
transformam-se em células epiteliais constituintes dos tdbulos seminiferos. Além de
proporcionar um apoio mecénico e de protegdo das células germinativas em desenvolvimento,
participam ativamente no processo de nutricdo e liberagdo dos espermatozéides maduros
(Fawcett, 1993). O inicio da espermatogénese € caracterizado pela proliferacdo de uma célula
tronco indiferenciada - a espermatogdnia indiferenciada. Dessa multiplicagdo surge uma

geragdo de espermatogdnias diferenciadas e uma nova geragdo de espermatogdnias



indiferenciadas. As espermatogdnias diferenciadas ddo origem aos espermatdcitos que, numa
segunda fase, sofrem divisdo meidtica para formar as espermatides hapléides. No processo
denominado espermiogénese as espermdtides se diferenciam em espermatozdides (Clermont,
1972). A localizagdo peculiar das células de Sertoli no tiibulo seminifero, constituindo-se no
seu tecido de sustentacdo, parece caracterizar bem sua funcao.

Pode aceitar-se que os espermatozdides sejam o produto exdcrino principal do epitélio
seminifero. Entretanto, a funcdo secretora deste epitélio inclui também a sintese e secrec@o de
proteinas testiculares com fungdes especificas e a liberagao do fluido tubular rico em potéssio
(Fawcett, 1993). Esses componentes s3o seguramente importantes na manutencdo da
espermatogénese ativa e da transferéncia dos espermatozoéides através do sistema de ductos

excretores.

1.2.CELULA DE SERTOLI

I.2.1. Caracteristicas Estruturais e Funcionais

Baseado nos estudos em microscopia 6tica e eletrdnica tem sido descrito para as
células de Sertoli uma morfologia bastante complexa. Elas sdo células colunares, de aparéncia
tridimencional que se estendem desde a ldmina basal dos tdbulos seminiferos, onde sio
apoiadas, até o limen tubular. Essas células possuem um nicleo irregular e complexo e no seu
citoplasma além das organelas usuais, possuem muitos microtibulos e microfilamentos (para
uma revisdo ver Fawcett, 1993). Umas das primeiras interagdes identificadas entre as células
de Sertoli foram as juncdes especializadas, chamadas jungdes oclusivas (tight junctions) (
Flickinger e Fawcett, 1970). A projecdo do citoplasma das células de Sertoli, préximos a base
das células, conectam-se uns aos outros formando as jun¢des oclusivas entre células de Sertoli
adjacentes (Russel e Peterson, 1985). Apés estudos comparativos da andlise do contetido
protéico, idnico e dos aminodcidos no fluido testicular dos tdbulos, da linfa e do plasma
(Setchell, 1960 e Waites, 1977) foi atribuido a essas intera¢des entre células de Sertoli uma

fungdo seletiva da passagem de macromoléculas do espaco intersticial para o limen tubular



(Dym e Fawcett, 1970 e Aoki e Fawcett, 1975). Essas jungdes especializadas, além de manter
o epitélio germinativo coeso, permitem a comunicagdo célula-célula, através dos contatos de
baixa resisténcia das membranas, ¢ formam a base estrutural da barreira sangue testiculo
(Fawcett, 1975). A barreira divide o tdbulo seminifero em um compartimento basal € um
compartimento adluminal. O arranjo citoarquitetonico entre as células de Sertoli e as células
germinativas € um dos exemplos da importincia da interagdo ambiental célula-célula no
testiculo. As células de Sertoli, além de fornecerem um suporte fisico para a espermatogdnia
sofrer mitose, o espermatécito sofrer meiose e a espermdtide transformar-se em
espermatozoéide (Clermont, 1972; Russel et al, 1987), também mantém um sincicio entre as
germinativas dado pela conexd@o de todas as c€lulas derivadas de um mesmo clone inicial
(Brokelmann, 1963).
As células de Sertoli, cuja func@o primaria € fornecer fatores de crescimento essenciais
e criar um ambiente apropriado para o desenvolvimento de células germinativas, apresentam
indimeras outras fungdes como: a) estabelecimento e manutenc¢io da barreira sangue-testiculo;
b) fagocitose de células germinativas danificadas e dos corpos residuais que resultam do
processo de metamorfose das espermiétides; c) secrecdo e manutengdo de um fluido rico em
potéssio e bicarbonato ( o qual permite maior direcionamento dos espermatozéides ao fluirem
do testiculo para o epididimo); d) produg@o e secre¢do de proteinas testiculares; €) sintese de
estradiol a partir de testosterona e, f) sitio testicular para a acdo de hormonios (Means et
al.,1976). A célula de Sertoli no tibulo seminifero, possui um caréter de célula exdcrina e
enddcrina o que € estabelecido pelos seus produtos secretérios € por ser um sitio para a agdo
de hormdnios.
As células de Sertoli possuem fung@o secretora bastante relevante. Essas células
produzem uma grande variedade de compostos, alguns dos quais sdo bem conhecidos quanto
a fungdo e regulacdo da sua produgdo. Outros produtos de secre¢do, no entanto, foram

detectados somente recentemente ¢ sua fungdo nos testiculos ainda ndo € clara (De Philip et



al., 1982; Cheng e Bardin, 1986; Lee et al., 1986; Hugly et al., 1988; Papadopoulos et al.,
1987). Figura 1.3.

A produgdo e secregdo de muitos produtos das células de Sertoli podem ser regulados
por fatores hormonais, incluindo FSH e testosterona, fatores nutricionais (metabdlitos
energéticos, metais ou vitaminas) e por interagdes ambientais (contato das células) (Skinner,
1991). Esta regulagdo pode ocorrer , especificamente, na transcri¢do do gen, na translagdo ou

modificagdes pds-transcricionais.

L.3.MATURACAO TESTICULAR E PROLIFERACAO DAS CELULAS DE SERTOLI

A utilizagdo de técnicas histoldgicas especificas tornou possivel a caracterizagdo das
diferentes fazes do desenvolvimento testicular em vérias espécies (Courot e Kilgour, 1984).
Os tipos celulares precurssores das células de Sertoli e das células de Leydig aparecem no
inicio da vida fetal (Gondos, 1977). Acredita-se que as células de Sertoli surjam do blastema
gonadal e as de Leydig a partir de células do mesénquima indiferenciado no intersticio
(Pelliniemi e Dym, 1980). Assim, a diferenciagdo sexual das gdnadas masculinas inicia com a
formacg@do dos corddes seminiferos aos 13 dias de gestagdo no rato (Jost et al., 1981) e aos 42
dias em humanos (Pelliemi e Dym, 1980). O desenvolvimento pés-natal divide-se em trés
fases: 1) impubere, 2) pré-ptbere e 3) adulta.

No feto e em testiculos imptiberes, os tibulos sdo constituidos por dois tipos celulares:
as c€lulas de suporte, precurssoras das células de Sertoli no adulto, e as células germinativas
primordiais ou gondcitos. O niimero de células de suporte é muito maior que o de células
germinativas, existindo mitose nas duas populagdes. Os receptores para o horménio
luteinizante (LH) sdo primeiro detectados em testiculos de feto de rato aos 15 dias e
atingem uma concentracdo méaxima no nascimento (Warren et al.,1984). A ligacdo do

hormonio foliculo estimulante (FSH), em testiculo de feto de rato aumenta dos 17 dias até o
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nascimento o que ¢ atribuido ao aumento do nimero de receptores para o FSH e
conjuntamente com o aumento do nimero de células de Sertoli. A mitose das c€lulas de
Sertoli ocorre durante o crescimento dos corddes testiculares (Peliniemi e Dym, 1980),
durante o final do perfodo fetal em ratos, sob a influéncia do FSH (Orth, 1984), € estabilizada
no nascimento e declina no inicio da vida pds-natal (Steinberger e Steinberger, 1971). Em
muitos mamiferos, a alta concentragio de testosterona plasmdtica € atingida apds o
nascimento e rapidamente diminui e permanece baixa até o inicio da puberdade (Ewing e
Zirkin, 1983). Ainda que tenha sido observado uma atrofia na populagdo de células de Leydig
durante este periodo em ratos, a concentragdo dos receptores de LH permanece constante
durante os primeiros cinco dias de vida no rato, mesmo que, a concentragdo de testosterona
intratesticular diminua rapidamente (Lee e Burger, 1983; Warren, 1984).

A fase pré-pubere € caracterizada por um periodo de répido crescimento testicular, no
inicio da espermatogénese. A populagdo celular € drasticamente aumentada e os gondcitos se

transformam em espermatogonias, iniciando o desenvolvimento das células germinativas.

I.4. CELULAS DE SERTOLI EM CULTURA

O testiculo é um 6rgdo altamente complexo e constituido de miltiplos tipos celulares.
Cada um desses tipos celulares estd sob o controle de diferentes hormonios e fatores. Devido
as miltiplas fungdes desempenhadas pelo testiculo, o cultivo de células de Sertoli tornou-se
popular para o estudo das funcdes especificas dessa célula. Em geral, é observado com as
técnicas atuais de isolamento de células de Sertoli que hd uma grande perda da sua
configuracio tipica "in vitro". Entretanto, as respostas das células de Sertoli em cultura, sdo
um indicativo do potencial genético dessas células, ainda que a expressio fenotipica possa ser
alterada pelo ambiente de cultivo (Steinberger et al., 1975 e Tung et al., 1984).

Diferentes métodos para cultura priméria de células de Sertoli estdo disponiveis na
literatura para a escolha conforme os objetivos a serem estudados. Em geral podem ser

distinguidos duas principais 4reas de interesse.
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A primeira 4rea considera a prépria célula de Sertoli e diz respeito principalmente com
a caracterizag¢@o de produtos especificos, com o estudo de mecanismos de a¢do de hormonios
e com a regulacdo da secre¢do dos produtos da célula de Sertoli. Geralmente sdo usados
sistemas muito simples de incuba¢do com fécil manuseio e féicil andlise bioquimica
(Steinberger et al., 1975; Oonk et al., 1985). Para esses experimentos ¢ importante que as
culturas de células de Sertoli sejam puras ou, com um nivel insignificante de contaminagio
com outros tipos de células testiculares.

Uma outra drea de interesse desenvolve sistemas de cultura os quais mais ou menos
assemelham-se a certos aspectos "in vivo". Para este tipo de estudo tem sido desenvolvido
complexos sistemas de cultura usando: a) tecido testicular total; b) fragmentos tubulares; c)
matriz; d) sistema de cultura de dois compartimentos; €) tdbulos intactos ou f) co-cultura de
diferentes tipos celulares (Steinberger, 1964; Hadley et al., 1985; Toppari e Parvinen, 1985;
Borland et al., 1986; Byers et al., 1986; Janecki e Steinberger, 1986; Kierszenbaum et al.,
1986). Entretanto, o objetivo fundamental dessas técnicas em ambas as dreas é melhorar a
qualidade de apreciacdo do papel das células de Sertoli e de seus produtos na

espermatogénese.

I.4.1. Culturas Enriquecidas em Células de Sertoli

O isolamento de células que envolve o tratamento de testiculos intactos de ratos
imaturos com tripsina e colagenase produz agregados celulares com aproximadamente 90% de
c€lulas de Sertoli (Tung et al., 1984). Nesse sistema a maioria das células germinativas, apés
72 h em cultura ndo permanecem ligadas as células de Sertoli. As células peritubulares
proliferam devido a presenga do soro no meio apresentando um indice de contaminagio entre
3 € 4% (Guma, 1992). Um duplo tratamento com colagenase dessa prepara¢do modificada por
Oonk et al., 1985, obtém-se uma monocamada com 94% de células de Sertoli. Para obter

culturas com um nimero minimo de células peritubulares Tung et al., 1984 acrescentaram a
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um desses procedimentos um tratamento com hialuronidase e obtiveram um rendimento de
menos de 1% de células peritubulares apds 6 dias de incubagdo.

A obtencgiao de cultura de células de Sertoli provenientes de testiculos enriquecidos em
células de Sertoli ("SCE"), utilizando-se o método convencional com tripsina e colagenase e
incubadas as primeiras 24 h com 1% de soro fetal bovino (SFB) a 34°C num total de 72 h,
obtém-se uma monocamada com aproximadamente 96 % de células de Sertoli (Dorrington e
Fritz 1975; Tung et al., 1984).

A maioria desses sistemas s3o baseados em cultura primdria provenientes de testiculos
de ratos imaturos, frequentemente até 21 dias. Razdes triviais para isto inclui que as células de
Sertoli sdo isoladas com muita facilidade (sdo predominantes) e, a razdo mais convincente €
que nesta idade, os testiculos estdo crescendo e se desenvolvem rapidamente (Mills et al.,
1977; Ekwall et al.,, 1984), além do que as células de Sertoli, no meio de sua fase de
maturagao pds-natal, sdo sensiveis ao FSH e vérios outros hormdnios e fatores (Rich et al.,
1983; Oonk e Grootegoed, 1988; Roberts e Griswold, 1989; Perez-Sanches e

Wassermann,1981).

1.5. HORMONIO FOLICULO ESTIMULANTE

As observagdes de que o homem domesticou os animais através da castragdo infere
que o testiculo € um dos primeiros 6rgaos investigados a nivel fisiolégico (Bremner, 1981).

A hipdfise anterior sintetiza e secreta trés hormdnios glicoprotéicos com a estrutura da
sub-unidade o/ comum a essas trés glicoproteinas hipofisarias. Dois desses, o FSHe o LH
sdo chamados gonadotrofinas e exercem efeitos diferentes sob as gbnadas, entretanto, ambos
regulam e mantém os processos reprodutivos essenciais como a gametogénese,
esteroidogénese e a ovulagdo (Chappel et al., 1983). E bem conhecido que a adenohipdfise
sintetiza e secreta FSH em multiplas formas isoméricas e que a quantidade relativa bem como
a biopoténcia dessas formas estdio sob a influéncia de variagdbes no meio enddcrino

(Bogdanove et al, 1974; Robertson et al., 1982).
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O hipotdlamo, um sistema altamente complexo e integrativo tem um papel fisiolégico
importante através do controle da secre¢do do horménio de liberagdo de gonadotrofinas
(GnRH). O GnRH, um decapeptidio hipotaldmico, regula a secrec¢@o pulsétil do LH e do FSH
pela hipéfise. A secrecdo de FSH e LH € também regulada por um mecanismo de
retroalimenta¢do negativo, exercido pelos horménios produzidos na glandula alvo (Ying,
1988). O desenvolvimento e a fungdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-testiculo depende do
equilibrio entre as ac¢des inibitdrias e estimulatérias dos produtos secretados pelo hipotdlamo,
hipéfise e gonadas.

O conceito que as proteinas gonadais, além dos esterdides, exercem um papel
importante na inibigdo da secrecio de gonadotrofinas da hipéfise anterior tem sido largamente
investigado. Entretanto, sé recentemente a fisiologia e a quimica desses hormoénios gonadais
tem sido razoavelmente elucidados (Ying, 1988). As trés proteinas ativina, inibina e
folistatina regulam a secre¢do de gonadotrofinas na hipdfise. A ativina estimula, enquanto a

inibina e a folistatina inibem a secre¢@o de FSH. Figura 1.4.

1.6. CELULA DE SERTOLI COMO ALVO DO FSH

A iniciagdo e a manutencdo da espermatogénese é dependente do FSH e da
testosterona. A regulacdo do desenvolvimento das células germinativas estd fortemente
associado as células de Sertoli ji que os receptores para o FSH e para a testosterona sdo
encontrados nas superficie das células de Sertoli (Griswold, 1993) ou dentro delas (Sar et al.,
1993). Ainda que existam algumas evidéncias que os receptores de FSH também residam nas
espermatogOnias (Orth e Christensen, 1978), atualmente é bem aceito que o efeito do FSH e
da testosterona nas células espermatogénicas seja mediado via célula de Sertoli.
Embora seja mais provavel que este controle envolva o crescimento, maturagdo e regulag@o
da sintese de vérios produtos de secre¢do das células de Sertoli, € largamente desconhecido

como esses dois hormdnios controlam a espermatogénesis.
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E bem conhecido que o FSH efetua uma variedade de eventos bioquimicos com
profundas altera¢des na fisiologia testicular. Esses eventos iniciam, em ratos imaturos, com a

ligagdo do FSH a receptores especificos na superficie celular (Means et al.,1976).
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Figura 1.4. Resumo Esquemaético do Controle Hormonal da Fun¢édo Testicular
Reproduzido e modificado de Ying, 1988

Efetivamente, o FSH influencia: a regulacdo do fluxo de célcio ( Grasso et al., 1991;
Gorczynska e Handelsman, 1991 ); a atividade da adenil-ciclase, proteina quinase e
fosfodiesterase ( Fakunding et al., 1976 ); sintese de proteinas celulares gerais ( ornitina
descarboxilase ) e especificas (inibina e transferrina) ( Fakunding et al., 1976 ¢ Osterman et
al., 1983 ); sintese de glicoproteinas ( Bernard e Wassermann, 1982 ), regula a sintese e
secrecdo do inibidor da proteina quinase, PKI ( Tash et al., 1979 ); da proteina ligadora
de andrégeno ( Rich et al., 1983 ); do ativador de plasminogénio ( Lacroix et al., 1977 );
da transferrina  ( Skinner e Griswold, 1980 ); da ceruroplasmina ( Skinner e Griswold,
1983 ); e da protefna inibina ( Ying, 1988 ). Outros efeitos gerais do FSH também tem

sido demonstrados como, por exemplo: a aromatizagdo da testosterona a 17-B-estradiol
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(Dorrington et al., 1978); efeitos sobre a divisdo (sintese de DNA e mitose) (Solari e Fritz,
1978); motilidade celular e organizagdo dos microtiibulos e microfilamentos (Marcum et. al.,
1978; Dedman et al., 1979), modificagcdes na forma celular (Tung et al., 1993) e comunicagao
célula-célula através dos complexos juncionais(Skinner et al., 1991). A resposta da célula de
Sertoli ao FSH foi observada tanto "in vivo"” quanto "in vitro" (Dorrington e Amstrong, 1979;
Fakunding, 1976; Rommerts et al., 1978; DePhilip, 1982; Mather et al., 1982).

Além destes processos acima descritos, tem sido demonstrado o estimulo do
transporte de aminodcidos em testiculos de ratos adultos hipofisectomizados (Irusta e
Wassermann, 1974); testiculos inteiros "SCE"” de ratos imaturos (Perez-Sanches e
Wassermann, 1981; Spritzer ¢ Wassermann, 1985;), testiculos inteiros de ratos imaturos
normais (Cruz Curte e Wassermann, 1985; Wassermann et al. 1989a ¢ Wassermann e Loss,
1989); tibulos seminiferos "SCE" (Wassermann et al., 1990 e Wassermann et al, 1992b); e a
c€lula de Sertoli € a unica que participa em cada um desses processos , 0s quais, todos sdo
regulados pelo FSH durante o desenvolvimento e diferenciagdo desta célula (Means et al.,

1980 e Fakunding et al., 1976; Perez-Sanches e Wassermann, 1981).

L.7.MENSAGEIROS INTRACELULARES

Das muitas formas comuns de sinalizagdo, os mensageiros quimicos sd3o usados para
transmitir a informagdo de uma célula a outra e, em muitos casos, as proteinas ligadoras de
nucleotidios da guanina (Proteinas G), acoplam receptores a enzimas efetoras desempenhando
um papel critico na resposta celular. Muitas respostas incluem algumas mudangas nas
propriedades elétricas das células e dos canais i6nicos dos quais derivam estas propriedades
elétricas. Até pouco, se pensava que tais mudancas eram mediadas por caminhos
citoplasméticos regulados por enzimas efetoras da proteina G, mas agora estd claro que
proteinas G acoplam receptores da membrana a canais i6nicos por uma via delimitada a

membrana. Isto é, o efeito da proteina G pode ser direto, sem o envolvimento de um sistema



de segundo mensageiro, ou indireto, possivelmente através da ativagdo de uma fosfolipase e
eventual fosforilagdo (reversivel) de canais (Birnbaumer et al., 1989).

Os efetores que funcionam sob a regulacdo das muitas proteinas G incluem a adenil
ciclase (AC), a fosfodiesterase GMPc especifica (GMPc PDE), as fosfolipases especificas
para os polifosfoinositidios, a fosfolipase C (PLC) e a fosfolipase A, (PLA,) e duas classes de
canais idnicos - uma especifica para o K* e relativamente independente do potencial de
membrana para sua atividade e uma outra especifica para o Ca+*+ fortemente dependente do
potencial de membrana ( Brow e Birnbaumer, 1990). Baseado nisto, as respostas em
consequéncia da ocupacdo de receptores acoplados a proteina G incluem ndo somente
mudangas nos niveis intracelulares de segundos mensageiros - AMPc, GMPc, inositol
trifosfato (IP;), diacilglicerol (DG) e 4cido araquid6nico - mas também variagdes no potencial
de membrana das células, o qual, por si s6, € um regulador potente da funcdo celular
(Birnbaumer et al., 1989).

Os sinais elétricos que promovem mudangas no potencial de membrana, geram
alteracdes na permeabilidade seletiva da membrana (alteram a condutincia), e essas
modificagdes resultam em movimentos i6nicos e modificagdes na carga da membrana
(Koester, 1991a). Os movimentos i6nicos ocorrem por intermédio da abertura de poros
especializados de proteinas intramembranais chamados canais idnicos. Canais como os de
Nat* K+* ou de Ca** podem responder a estimulos elétricos, abrindo ou fechando seus poros
ocasionando mudangas despolarizantes ou hiperpolarizantes no potencial de membrana. Nesse
caso, os canais sio dependentes da voltagem e as membranas sdo caracterizadas como
eletricamente excitaveis (Koester, 1991b).

Outros canais idnicos que nao sdo dependentes da voltagem abrem em resposta a
ativagdo de um receptor de membrana, estes sdo denominados - canais operados por receptor.

Segundo técnicas eletrofisiolégicas os canais de Cat+ dependentes da voltagem foram
classificados em fungdo da cinética de ativacdo e inativagdo, da especificidade idnica e da

sensibilidade a determinada faixa de voltagem, em canais do tipo L, N, T e P. O canal do tipo

16



L ¢ ativado em -10mV, o do tipo N em -30mV, o do tipo T em -70mV e o do tipo P
(encontrado em alguns neurdnios), sdo de alto limiar de excitacdo (Llinas et al., 1989;
Spedding e Paoletti, 1992).

Estudos com agentes farmacoldgicos foram feitos com substincias que apresentam
acdes especificas sobre estes canais e, que s3o conhecidos como antagonistas de Ca** ou
bloqueadores de canais de Ca**. Os bloqueadores especificos para canais de Ca** dependentes
da voltagem estdo presentes em trés principais classes de formacos: 1. Fenilalquilaminas -
verapamil e seus derivados; 2. Dihidropiridinas - nifedipina e seus derivados e, 3.
Benzodiazepinas - diltiazem ( Godfraind et al., 1986; Millard et al., 1983; Triggle ¢ Swami,
1983). Além destes antagonistas podemos citar os fons como: La3+, Co2*, Mg2+ e Mn2*; que
também agem como bloqueadores de célcio por competirem pelos seus canais (Tan e Tahjian,
1984a; Spedding e Paoletti, 1992).

Virios tipos de canais idnicos sdo encontrados em membranas plasméticas de células
glandulares. Como por exemplo:

a) Canais de citions nio-seletivos, ativados pelo cilcio - o padrio de abertura e fechamento
desses canais independe do potencial de membrana; o canal € seletivo a citions monovalentes
e nao discrimina entre o Nat+ e o K*. O cdlcio necessario para a abertura vem dos reservatérios
intracelulares. Estes canais ji foram descritos em cultura de células cardiacas de rato e em
células acinares pancredticas de camundongo (Colquhoun et al., 1981; Petersen e Findlay,
1987).

b) Canais seletivos ao K+, ativados pelo Ca*+ - foram obtidas evidéncias direta da existéncia
desses canais em células exdcrinas (Petersen e Findlay, 1987), e em tecidos enddcrinos como
a hipéfise e ilhotas pancreéticas (Wong et al., 1982; Petersen e Findlay, 1987). [Esses canais
sdo de alta condutincia a0 K* e a probabilidade de abertura do canal € acentuada pela
despolarizacdo da membrana e pela concentracdo de célcio intracelular, isto €, uma certa

concentragdo de Ca** intracelular despolariza a célula ativando assim a abertura desses canais
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de K* com consequente efluxo do K+ e repolarizagdo da célula (Petersen e Findlay, 1987,
Brown e Birnbaumer, 1990).

¢) Canais seletivos ao K+, sensiveis a ATP - em contraste ao canal de K+ ativado pelo Cat+,
esse canal é insensivel a mudancas no potencial de membrana. O canal de K+-ATP €
extremamente seletivo ao K*, e alteragdes na concentracdo de célcio e no pH intracelular nao
afetam a atividade desse canal ( Petersen e Findlay, 1987). A aplicagdo de ATP a superficie
interna da membrana consiste na inibigio direta desses canais.

d) Canais Seletivos ao Calcio - alguns canais de Ca** sdo dependentes da voltagem e abrem
em resposta a uma despolarizagdo ou hiperpolarizacdo da membrana plasmética. Sdo
importantes no suprimento de célcio a vérios tipos de células excitdveis como as do misculo e
nervos. Também estdo presentes em células secretoras (células beta, células GH,C; da
hipéfise, células da glomerulosa e cromafinicas de adrenal bovina) e, em células ndo
excitdveis como linfécitos e neutréfilos (Hosey e Lazdunski, 1988; Tan e Tashjian, 1984b;
Cohen et al., 1988; McCarthy et al. 1990; Lopez et al., 1994). Nessa categoria de canais
existem subclasses que diferem quanto a sensibilidade da voltagem e quanto as propriedades
cinéticas e farmacolégicas . Em uma determinada célula poderd haver um ou mais tipos desses
canais de Ca** dependentes da voltagem (Hosey e Lazdunski, 1988; Spedding e Paoletti,
1992).

Uma segunda categoria de canais de Ca** inclui canais que sdo operados através de
mecanismos dependentes do receptor, isto € , canais que sdo abertos via ativacdo de um
receptor associado. Um aspecto interessante de alguns canais de Cat*, incluindo os canais
dependentes da voltagem, é que sdo regulados por mecanismos adicionais, ou seja, sdo
regulados por proteinas G, que sdo ativadas pelo receptor ( Birnbaumer et al., 1989). A
proteina G regula diretamente os canais de Ca** sensiveis a voltagem e a dihidropiridinas
(DHP)( Mumby et al., 1988). Diferente dos canais de K+, onde para a abertura desses canais é

comun o estimulo da proteina G, no caso dos canais de célcio a abertura € modulada pela
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proteina G; a proteina G, entretanto, ndo € essencial para a abertura desses canais e sim a
despolarizagdo da membrana ( Brown e Birnbaumer, 1990).

Além disso, alguns canais de Ca*t s3o regulados por eventos reversiveis de
fosforilacdo que ocorrem em resposta a alteragdes, dependentes do receptor, nos mensageiros
intracelulares (Hosey e Lazdusnki, 1988). Portanto, mesmo que estes canais ndo sejam
necessariamente operados pelo receptor, eles estdo sujeitos a regulacdo por processos
dependentes do receptor.

Outros canais ainda ndo caracterizados em detalhes, para células glandulares, estao
sendo assunto de muito interesse. Entre eles: canais aniénicos (Cl-) em células acinares e
canais de Na* ativados pela voltagem. No entanto, estudos adicionais com a utilizagdo de
técnicas eletrofisiolégicas de "voltage-clamp”, "path-clamp" e a utilizagdo de DNAc das
proteinas dos canais, se faz necessdrio para melhor esclarecer o envolvimento dos canais
i6nicos no mecanismo de acdo de hormdnios, vitaminas, secretagogos, neurotransmissores,

etc.

1.8. MECANISMO DE ACAO DO FSH NA CELULA DE SERTOLI

O FSH e a testosterona sdo essenciais no processo espermatogénico em ratos,
entretanto, o mecanismo de agdo desses hormdnios na espermatogénese ainda ndo estd
completamente esclarecido (Arslan et al., 1993). Tem sido descrito que a célula de Sertoli
pode ser considerada como a célula alvo para esses hormdnios, ja que estas, tanto "in vivo”
como "in vitro” contém receptores para FSH e andrégenos (Steinberger, 1971; Steinberger e
Steinberger, 1971; Steinberger et al., 1975 e 1978; Mulder et al, 1976).

Os receptores localizados na superficie celular sofrem mudanca conformacional ao
ligarem-se com substancias hidrofilicas gerando um sinal intracelular e, como consequéncia
alterando o comportamento da célula alvo. Existem duas vias gerais conhecidas através das
quais os receptores da superficie celular podem produzir sinais intracelulares. Uma € a

ativacdo ou a inibicdo de enzimas ligadas a membrana plasmaética que podem catalisar a
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producdo de um mediador intracelular soltivel que serve como sinal (Brown e Birnbaumer,
1990). O outro caminho é a abertura ou o fechamento de canais idnicos na membrana
plasmadtica os quais podem gerar um sinal também de duas maneiras: 1) Podem causar um
pequeno e transitério fluxo de ions que brevemente variam a voltagem na membrana
plasmética. Este caminho opera em células eletricamente ativas onde variacdes no potencial
sdo acompanhadas por mudancas de condutincia indicando que a permeabilidade esté alterada
para vérios fons (Brow e Birnbaumer, 1990). 2) Podem causar um maior influxo de fons para
0 citosol e iniciar uma resposta intracelular. As células ndo ativadas eletricamente possuem
receptores na superficie celular funcionalmente ligados aos canais de célcio na membrana
plasmatica; a ligagdo do ligante ativa esses receptores, abre canais e permite o célcio entrar no
citosol onde funciona como segundo mensageiro (Hosey e Lazdunski, 1988; Brown e
Birnbaumer, 1990).

Em ratos imaturos normais, a interacio do FSH com receptores na membrana
plasmaética resulta na ativagdo da adenil-ciclase, estimulagdo do acdmulo intracelular de
AMPc, ativagdo da protefna quinase e sintese protéica aumentada (Steinberger et al.,1978).
Por outro lado, o FSH também inibe a atividade da fosfodiesterase dependente de AMPc,
oferecendo um caminho alternativo para o aumento da concentra¢io intracelular de AMPc
(Means et al., 1976). Assim, a regulacdo destas duas enzimas (AC e fosfodiesterase) resulta
num actmulo intracelular de AMPc com consequente estimulagdo da proteina quinase
dependente de AMPc, a qual fosforila protefnas em virtualmente todos os compartimentos
subcelulares (Means et al., 1980) e, aumenta a sintese de proteinas testiculares.

Por outro lado fortes evidéncias de um grande nimero de hormdnios, secretagogos,
fatores de crescimento e muitas substincias biologicamente ativas parecem mediar a agdo
hormonal por um mecanismo nao relacionado a mudancas intracelulares de AMPc, mas sim,
por mudangas no metabolismo do célcio e de fosfolipidios (Nishizuka et al., 1984).

Foi visto que existem duas vias principais responséveis pela alteracdo na concentragio

de Ca** livre intracelular em resposta a um estimulo: 1) influxo de célcio, dependente do
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aumento da permeabilidade ao cdlcio pela membrana plasmdtica, via abertura de canais e a
consequente entrada de calcio a favor de seu gradiente eletroquimico ( Hosey e Lazdunski,
1988) e, 2) liberagio de Cat+ de reservatdrios intracelulares pela Cat+-Mg+*_ATPase (
Berridge, 1984). Atualmente, os sistemas de efluxo de célcio como a bomba Ca*+-Mg*+-
ATPase da membrana plasmadtica e o sistema bidirecional de troca Na*-Ca**, estdo sendo
considerados com maior atengdo como importantes reguladores da concentrac@o intracelular
de célcio livre (O'Donnell e Owen, 1994).

A descoberta inicial que os hormdnios tem efeito no metabolismo dos fosfoinositidios
foi feita por Hokin e Hokin em 1953 e 1955. Desde entdo, foi observado que um grande
nimero de horménios e neurotransmissores que usam célcio como segundo mensageiro
hidrolisam fosfoinositidio de membrana. Esta perturbacdo dos fosfolipidios de membrana
pode representar um mecanismo fundamental de transdugc@o que inicia uma cascata de sinais
resultando na mobilizagdo de célcio, ativagdo da proteina quinase C, liberagdo do 4cido
araquiddnico e estimulagdo da guanil-ciclase para formar GMPc (Berridge, 1984). O traco
caracteristico desse mecanismo € a hidrélise de fosfoinositidios mediada por receptor para
produzir dois mensageiros, 0 DG e o IP3;, ambos funcionam como segundo mensageiros
intracelulares para iniciar uma cascata de eventos. O IP; atua mobilizando célcio e atua
através da calmodulina para fosforilar um grupo especifico de proteinas € o DG estimula a
fosforilagido de um outro grupo de proteinas celulares (Berridge, 1984).

Alguns estudos examinaram o papel do FSH e da proteina G na regulacdo do turnover
dos fosfoinositidios em cultura de células de Sertoli de ratos imaturos. Esses pesquisadores
demonstraram que o FSH nao afeta o actimulo de fosfato inositol nem na presenca de fatores
conhecidos em potenciar os efeitos do FSH como a testosterona e o 4cido retindico (Quirk,
1988). Complementaram estes resultados o trabalho de Monaco, 1988 que demonstrou que
ndo s6 o FSH ndo tem efeito no turnover dos fosfoinositidios mas, que inibe o actimulo do
inositol fosfato (IP) estimulados por fatores derivados do soro. Ji as glicoproteinas

estruturalmente relacionadas, LH e gonadotrofina coridnica humana (hCG) aumentam o
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acimulo de fosfato inositol em células da granulosa de ratas (Davis et al., 1986a) e porca
(Dimino et al., 1987) e, em células do corpo liteo bovinas (Davis et al., 1987; Davis et al.,
1986b) e que nessas células a mudanga na concentracdo de Ca** interno segue a estimulagdo
do LH (Davis et al., 1986b; Asem et al., 1987).

Numerosos eventos morfolégicos e bioquimicos como a mudanga na forma, secre¢ao
de ABP e produgido de 17-B-estradiol em células de Sertoli em cultura sdo regulados pelo
FSH. O AMPc esta envolvido como segundo mensageiro da a¢do do FSH sob esses aspectos.
Outros sistemas de transducdo de sinais intracelulares, como o cdlcio, estdo envolvidos (Fritz,
1978 e Bardin et al., 1988) no mecanismo de a¢do do FSH, entretanto pouco € conhecido
sobre os canais de Ca**e os niveis de Ca** citosdlico nas células de Sertoli ou sobre o efeito
agudo do FSH neste fon chave.

Outros eventos como o influxo de célcio estimulado por FSH em proteolipossomas e
em células de Sertoli em cultura € regulado através da abertura de canais de cdlcio
independentes da voltagem e por canais ativados pela voltagem regulados pelo receptor de
FSH nao relacionados a proteina G (Grasso e Reichert, 1989). Em contraste, a sintese de
estradiol estimulada por FSH, o fluxo de célcio para as células de Sertoli em resposta ao FSH
ndo € mediado nem direto nem indiretamente pela toxina colérica (TC) ou toxina pertussis
(TP) e, nem requer a ativagdo da AC mas sim, que o préprio receptor de FSH funcione como
um canal de célcio (Grasso e Reichert, 1990).

Embora investigagdes anteriores tenham comprometido o célcio intracelular como
intermedidrio nas mudancas do citoesqueleto (Means et al., 1980) ou no mecanismo de
transducdo de sinais do FSH (Grasso e Reichert, 1989; Joffre € Roche, 1988), nem os niveis
basais de célcio citosélico nem o efeito do FSH na estimulag@o da concentrag@o de célcio
citosélico nas células de Sertoli estdo completamente esclarecidos.

Estudos mais recentes tem demonstrado a acdo do FSH relacionada com o trénsito de
célcio extracelular, bem como, os mecanismos que estabelecem essas alteragdes (Gorczynska

e Handelsman, 1991; Gorczynska e Handelsman, 1993). Assim, nesses estudos a agdo do
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FSH nas células de Sertoli envolve um aumento rapido, especifico e sustentado do calcio
citosélico que requer cdlcio extracelular. Este aumento intracelular de célcio foi abolido por
bloqueadores de canais de célcio especificos para DHP (verapamil, nicardipina), canais de
calcio ndo dependentes da voltagem (rutenium vermelho) e para todos os canais de célcio
(cobalto) inferindo desse modo que a captagdo de célcio estimulada por FSH nas células de
Sertoli envolva canais de cédlcio dependentes da voltagem, independentes da voltagem e canais
de célcio abertos pelo receptor na membrana plasmaética (Gorczynska e Handelsman, 1991).

O mecanismo de transdugdo dos sinais do FSH € um processo complexo e o
desenvolvimento de dados em resposta a essa gonadotrofina sugerem o envolvimento de mais
de um segundo mensageiro. Um dos eventos regulados pelo FSH nas células de Sertoli é o
transporte de aminoécidos neutros, entretanto, o mecanismo de a¢do do FSH neste aspecto nao
estd completamente elucidado.

O FSH estimula o transporte de aminodcidos neutros em células de Sertoli de
testiculos de ratos imaturos (Irusta e Wassermann, 1974; Perez-Sanches e Wassermann,
1981). Esta agdo ocorre através do sistema A de transporte dependente de Nat e de energia
(Cruz Curte e Wassermann, 1985) e ndo envolve diretamente o AMPc como segundo
mensageiro (Perez-Sanches e Wassermann, 1981). Tem sido demonstrado que a sintese de
proteinas e o transporte de aminodcidos podem ser regulados independentemente por
diferentes fatores (Spritzer e Wassermann, 1985) e que a integridade funcional dos
microtibulos e da sintese protéica é necessaria tanto para o transporte basal de aminoécidos
como para a manifestagdo completa da a¢@o estimulatéria do FSH (Wassermann et al., 1989a).

Baseados nestes resultados foi sugerido que o mecanismo de agd3o do FSH no
transporte de aminoédcidos seria mediado, pelo menos em parte, por fatores como
modificagdes no potencial de membrana ou mudangas no fluxo de célcio.

A utilizagdo de bloqueadores de canais lentos de calcio no transporte basal e no
estimulado por FSH, demonstrou o envolvimento do Ca** na acdo do FSH na captagdo de

aminodcidos neutros em testiculos de ratos imaturos. Nessas condi¢des, o verapamil anulou o

23



efeito estimulatério do FSH no transporte (Wassermann e Loss, 1989). A utilizacdo de
técnicas eletrofisiol6gicas e tibulos seminiferos "SCE" tornou possivel registrar os efeitos do
FSH em tempos muito curtos no potencial de membrana das células de Sertoli. Esses
resultados mostraram um efeito bifésico dependente da dose na membrana das células de
Sertoli, caracterizado por uma rapida hiperpolarizacdo seguida de uma despolarizag¢do. O
efeito despolarizante do hormdnio FSH foi prolongado na presen¢ca do aminodcido acido
metilaminoisobutirico (0-MeAIB) no meio de incubagio e abolido na presenca de verapamil
(Wassermann et al., 1990 e Wassermann et al., 1992b). Também a quinina, que inibe canais
de K+ dependentes de ATP, aboliu a acao do FSH. Desses resultados foi concluido que em
testiculos de ratos imaturos o FSH estimula o transporte de aminoicidos através de um
mecanismo envolvendo canais de Ca** dependentes da voltagem e canais de K+ sensitivos ao
ATP. Todos os resultados conhecidos da agdo do FSH no transporte de aminoicidos em
testiculos, foram obtidos através de experimentos "in vitro” com testiculos inteiros de ratos
imaturos, tibulos seminiferos "SCE" , testiculos enriquecidos em células de Sertoli ou ratos
adultos hipofisectomizados. As técnicas até entdo utilizadas ndao permitiram o estudo da acao
do FSH no transporte de aminodcidos por periodos além de 2 h de tratamento nem a anélise
do transporte de aminoécidos nas células de Sertoli em tempos imediatos (minutos).

As técnicas utilizadas nestes trabalhos para o estudo da a¢do do FSH sobre o transporte
de aminoécidos, embora simples e eficientes, ndo tornaram evidente a acdo do FSH sobre as
células de Sertoli nem as peculiaridades bioquimicas especificas do mecanismo de agdo do
hormonio (a¢cdo imediata e mediata).
1.9.RETINOL
1.9.1. Caracteristicas Estruturais

A vitamina A, um nutriente lipossolivel, foi primeiramente descoberta em ovos, leite,
manteiga, 6leo de figado de peixes e mais tarde nas plantas na forma de pré-vitamina B-
caroteno. Os carotendides (pré-vitaminas) estdo amplamente distribuidos nos vegetais e sao

convertidos em retinol através de reagcdes enzimdticas especificas na mucosa intestinal € no
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figado. O B-caroteno € simetricamente clivado produzindo duas moléculas de retinol (Lotan,
1980; De Luca, 1977). Figura I.5.A.

O termo retindides é utilizado para uma familia de andlogos da vitamina A. As
substincias sdo denominadas trans-vitamina A (&lcool) ou trans-retinol, trans-retinal (a
forma aldeidica da vitamina A) e, trans-idcido retindico (4cido da vitamina A). Essas
substéncias sao produtos da oxidagdo natural do retinol (Lotan, 1980). Figura 1.5.B.

Detalhes importantes em relacdo a poténcia relativa dos retindides sintéticos
especificos foram avaliados em vérios sistemas de ensaio "in vivo" e "in vitro". Os principais
analogos da vitamina A podem partilhar com o trans-retinol ou trans-dcido retindico todas ou
algumas das atividades bioldgicas. Alguns andlogos sao menos toxicos € mais potentes do que
os retindides que ocorrem naturalmente, enquanto outros sdo inativos, indicando que existem

certos requerimentos estruturais para expressar a atividade biolégica (De Luca, 1977).

1.9.2. Aspectos Gerais do Metabolismo da Vitamina A

A vitamina A na dieta encontra-se na forma de retinil-ésteres ou como B-caroteno. Os
ésteres sdo hidrolisados por esterases especificas e o retinol € entdo absorvido pelas células da
mucosa intestinal. Em contraste, o B-caroteno é primeiro absorvido e entdo enzimaticamente
clivado para dar duas moléculas de retinal que sdo reduzidas a retinol. Ap6s a absor¢do
intestinal, o retinol € esterificado com um 4cido graxo de cadeia longa (geralmente o acido
palmitico) e transportado como retinil-éster nas quilomicras pela linfa até a circulagdo
sanguinea, de onde é captado e armazenado pelo figado (Lotan, 1980).

A mobilizagdo e o transporte da vitamina A, a partir dos estoques hepéticos, requer
hidrélise dos retinil-ésteres e conjugacdo do retinol livre com uma proteina carregadora de
retinol (RBP), produzida pelo figado. No sangue a RBP circula como um complexo (na
propor¢do de 1:1) com uma outra proteina plasmdtica, transtirretina (TTR), anteriormente

chamada pré-albumina. Desse modo, o retinol é transportado do figado até os tecidos alvos. A
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formagdo desse complexo (RBP-Transtirretina), reduz a filtragdo glomerular e o catabolismo
renal da RBP (Blaner, 1989).

O 4cido retindico € encontrado em pequenas quantidades na dieta, possui atividade de
vitamina A na promog¢do do crescimento (Lotan, 1980), mas ndo pode substituir o
requerimento de retinol na visdo (Dowling e Wald, 1960) e na reproducdo (Lotan, 1980). O
acido retindico € transportado no sangue associado a albumina. Por isso, € possivel admitir
que andlogos sintéticos sejam também transportados associados a albumina.

Davis e Ong, 1992 investigaram em cultura priméria de células de Sertoli de ratos
imaturos o envolvimento dessas células na sintese e secre¢do de RBP. Por outro lado, tem
sido demonstrado que a debilidade da espermatogénese pode ser revertida "in vivo" pelo
tratamento com retinol, mas ndo com 4cido retinéico. Entretanto a proteina de ligagcdo celular
de 4cido retindico (CRABP), encontra-se em niveis relativamente altos no espermatdcito e
espermatide, sugerindo uma necessidade do 4cido retinéico nessas células.

As células de Sertoli contém pouco CRABP e altos niveis de proteina de ligagdo
celular de retinol CRBP. Uma das hipéteses € que o retinol, do complexo retinol-RBP da
circulagdo, mas nio o 4cido retindico, podem penetrar nas células de Sertoli e que o 4cido
retindico € entdo gerado nessas células ou nas células germinativas. Em cultura, essas células
podem obter retinol do complexo retinol-RBP, quando ofertado, por um procedimento que
ndo envolve internalizagdo da protefna de ligacdo do retinol RBP (Shingleton et al, 1989). Os
tecidos alvos para o retinol tem receptores onde o retinol e o complexo (retinol-RBP) se ligam
especificamente. ( Andnimo, 1991 ). Apés esta ligagdo, em alguns tecidos, todo o complexo
retinol-RBP € internalizado ou, somente o retinol entra na célula com a libera¢do da apo-RBP.
Entretanto, o mecanismo de captacdo de retinol pelas células ndo estd completamente
esclarecido. Futterman e Heller, 1972 mostraram que a associagcdo do retinol com a RBP
protege o retinol dos processos oxidativos.

Os trés retindides mais comuns (retinol, retinal e 4cido retindico), possuem baixa

solubilidade em &4gua em torno de 0,1 uM. Esta solubilidade explica, em parte, resultados
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anteriormente obtidos que descreveram o movimento de retindides através de fases aquosas
durante a transferéncia intervesicular na auséncia de proteinas ligadoras. Esta difusdo ndo

complexada de retindides pode ser importante no transporte intracelular (Szuts e Harosi,

1991).
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1.9.3. Captacao Celular e Metabolismo do Retinol

Dois mecanismos inteiramente diferentes sdo propostos para a captagdo do retinol
pelos tecidos do complexo retinol-RBP. Primeiro, muito similar a endocitose mediada pelo
receptor, envolve a interagdo do retinol-RBP com um receptor na superficie celular que
reconhece RBP; internaliza¢do por endocitose; e degradacdo do RBP, provavelmente nos
lisossomas, com liberagdo do retinol dentro da célula. O segundo mecanismo, que parece ser
Gnico para o retinol, envolve a intera¢@o do retinol-RBP com um receptor na superficie celular
que reconhece RBP; dissociacdo do complexo na superficie celular; internalizacdo do retinol,
a apo-RBP se dissocia do receptor sem entrar na célula; e possivelmente a volta da apo-RBP
para a circulag@o seguida pela degradagdo desta no rim.

Randolph e Ross, 1991 estudando a captagio e esterificacio do retinol em células das
linhagens MCF-7 e HepG,, demonstraram que a forma com que o retinol é oferecido a estas
células (disperso no meio de cultura, ligado & RBP ou ao complexo RBP-TTR) nio &
qualitativamente importante para o processo. Estes resultados e os de Shingleton et al., 1989
que também estudaram a captacdo de retinol em culturas de células, sugerem que a ligagio do
retinol na RBP ou RBP-TTR retarda a velocidade de captagio pelas células, em vez de
acelerd-la. Esses dados sdo consistentes com a teoria que o retinol € captado pelas células ap6s
sua dissociagdo da RBP e sua difusdo na fase aquosa, postulada por Noy e Xu, 1990.

Apos entrar nas células o retinol e o acido retindico podem participar de vérias reagdes

metabdlicas. Figura 1.6.

I. 9.4. Aspectos Gerais do Retinol no Testiculo

Os retindides exercem profundos efeitos no crescimento e desenvolvimento celular dos
mamiferos, eles podem ter efeitos proliferativos como anti-proliferativos. Suas a¢des mais
conhecidas sdo desempenhadas predominantemente através de vérios subtipos de receptores
nucleares. A expressdo das isoformas dos subtipos de receptores é especifico para células e

tecidos na modulag@o da transcri¢do do gen (Mao et al., 1993).
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Figura I.6. Representacido Esquematica dos Mecanismos de Captacao do Retinol e
Acido Retinéico e dos Destinos Intracelulares destas Substincias em uma
Célula de Vertebrados.

Modificado de Lotan, 1980.
PA, pré-albumina; RBP, proteina de ligagdo do retinol (para transporte plasmadtico); R,
receptor de membrana; SA, soro albumina; CRBP, proteina de ligagdo do retinol celular;
CRABP, proteina de ligagdo do 4cido retindico celular.

Mais especificamente, a vitamina A na forma de retinol, € essencial para a manutengdo
da espermatogénese em mamiferos (Thompson et al., 1964; Mitranond et al., 1979). Foram
descritos por Mitranond et al., 1979 severas mudangas citoldgicas nos testiculos de animais
de 30 dias de idade submetidos a dieta deficiente em vitamina A (VAD). A administracio de
acido retindico em animais VAD restabelece as fungdes vitais, mas somente o retinol e seus

ésteres podem restabelecer plenamente as fungdes testiculares € a visdo (Thompson et al.,

1964; Lotan, 1980).
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Os muiltiplos tipos celulares presentes nos testiculos sdo candidatos em potencial a
sitios de agdo do retinol. As células de Sertoli sdo o maior alvo de estudo dos efeitos
intracelulares e do mecanismo de ag@o do retinol no testiculo. Nesse 6rgdo, o retinol pode ser
encontrado nos macrofagos do tecido intersticial, nas gotas de gorduras das células de Sertoli
e associado ao complexo de Golgi nas espermitides. A CRBP, como mencionado
anteriormente, encontra-se distribuida tanto no intersticio como nos tibulos seminiferos mas,
niveis relativamente altos de CRBP e muito baixos em CRABP foram demonstrados nas
c€lulas de Sertoli ( Huggenvik e Griswold, 1981; Porter et al., 1985; Griswold et al, 1989).

As células de Sertoli em cultura captam retinol do complexo retinol-RBP-TTR do
plasma e rapidamente o convertem em retinil-€steres. Esta captacdo ¢ dependente de tempo e
temperatura. A constante de transporte para a captagdo especifica a partir de RBP foide  3u
M, sugerindo que mudangas nos niveis normais de retinol circulante (aproximadamente 2,0
M) afetam diretamente a velocidade de acumulacdo celular de retinol. Inibidores metabdlicos
(azida sddica e 2-deoxiglicose) ndo atuam na acumulag@o de retinol, indicando que o retinol
nas c€lulas de Sertoli ndo é captado por endocitose do complexo de transporte, ou seja, nessas
células a captagdo de retinol envolve o reconhecimento do complexo retinol-RBP pela
superficie celular com subsequente internalizagdo do retinol, mas ndo da RBP (Shingleton et
al., 1989).

A queda nos niveis de mRNA da transferrina e da glicoproteina sulfatada 2 (SCM-2)
em c€lulas de Sertoli de ratos VAD ndo sdo restabelecidos pela administragdo de acido
retindico, porém, o retinol administrado na dieta restabelece estes mRNA aos niveis normais
(Hugly e Griswold, 1987).

No metabolismo das células de Sertoli verifica-se que o retinol € rapidamente captado
e esterificado. Porém, alguns autores detectaram também a presenga de pequenas quantidades
de CRABP além da CRBP j4 descrita para essas células (Kato et al., 1985; Porter et al., 1985).

Isto refor¢a a hipétese de Napoli e Race, 1987 que as células de Sertoli tem a capacidade de
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oxidar retinol a 4cido retindico, apontando a possibilidade do retinol ser captado, oxidado e,
assim atuar nos receptores nucleares de acido retindico.

A recente descoberta de receptores nucleares para o 4cido retindico nas células de
Sertoli e em espermédtides demonstra que o &cido retindico deve atuar como regulador génico
nestas células (Eskild et al., 1991). Visto isso, os autores postularam o conceito de
exclusividade do retinol na manuteng@o da espermatogénese.

O modelo proposto por Griswold et al., 1989 para o mecanismo de acdo do retinol nas
células de Sertoli ainda € incompleto e simplista € pouco nos esclarece dos efeitos "per se" do
retinol nas células de Sertoli. Figura 1.7. O esquema reflete o mecanismo do retinol
semelhante aos mecanismos cldssicos propostos para os hormonios esterdides e tireoideos.

O retinol captado pelas células de Sertoli é primeiramente esterificado e depois
transferido para as células germinativas ou liberado para outras fun¢des na prépria célula. Nao
estd esclarecido, entretanto, o mecanismo pelo qual o retinol € transportado das células de
Sertoli para as germinativas. Sabe-se que provavelmente, os retinil-ésteres estejam envolvidos

neste processo (Bishop e Griswold, 1987).

1.9.5. As Células de Sertoli como Alvo do Retinol

Como previamente mencionado, a vitamina A € essencial para a fungéo testicular e
espermatogénese (Huang et al, 1983). As células de Sertoli respondem diretamente a vitamina
A e ao 4cido retindico com um aumento em Vvirios pardmetros funcionais incluindo a
produgdo de transferrina (Skinner e Griswold, 1982; Galdieri e Nistico, 1986.)

Os retindides parecem atuar nas céludlas deSertoli através de um receptor de retindide
nuclear que diretamente regula a func¢io das células de Sertoli. Desde os trabalhos de Das et
al., 1978 onde observaram que em oviduto de galinha havia receptores nucleares para retinol,
que também ligaria retinil-acetato, mas nio 4cido retindico, surgiu a questdao que o retinol

poderia ser chamado de hormonio co-esterdide
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Figura I.7. Mecanismo Proposto para a A¢ao dos Retinéides nos Tibulos Seminiferos
Retirado e modificado de Griswold et al., 1989.

Atualmente sabe-se com muitos detalhes sobre o mecanismo molecular da a¢do dos
hormoénios esteréides. Ndo menos interessante foi a descoberta que as proteinas receptoras de
esterides sdo membros de uma familia muito grande que incluem: a L-triiodotironina (Tj),
vitamina A (4cido retindico) e vitamina D (1,25-dihidroxicalciferol).

Seguidos vinte anos apds a identificacdo de proteinas receptoras especificas, um
modelo geral envolvia a entrada dos esterdides nas células através de difusdo e combinagio
com um complexo proteina-receptor citoplasmatico especifico, o chamado 8S. Tré€s eventos
bem definidos entdo ocorriam incluindo a dissociagdo do complexo, a dimerizag¢@o da unidade

de ligagcd@o do esterdide, o transporte para o nicleo, a ligagdo ao DNA e a aumentada producéo
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de mRNA de gens especificos. O modelo correntemente aceitdvel para o mecanismo
molecular de hormonios esterdides € apresentado na Figura L.8. , onde a ligagcdo do ligante
leva a dimerizagdo, ligacdo do DNA e iniciacdo da transcrigao.

Virios aspectos do mecanismo de a¢ao de andrégenos foi discutido por Huttaniemi e
Ritzen, 1991. A regula¢do androgénica da ornitina descarboxilase (ODC) em células renais de
camundongo foi medida pelos niveis de proteinas e de mRNA. Em contraste as células
renais, o nivel testicular do mRNA para o receptor de androgenos ndo foi marcadamente
afetado pela testosterona ou FSH (Huhtaniemi e Ritzén, 1991). O sistema regulatério
especifico para o testiculo aparentemente ndo atraiu atenc¢do suficiente, ji que ndo houve
especulagdes sobre o mecanismo (outros além do receptor) que possam explicar a regulacdo
androgénica na espermatogénese.

Duas hip6teses que estdo sendo apresentadas sd3o contra a corrente de consenso do
mecanismo da testosterona e da dihidrotestosterona (DHT) na modulacdo das fungdes
sensitivas a andrdgenos: 1) A existéncia de no minimo duas "proteinas receptoras" para a
testosterona e a DHT, que quando complexadas com seu ligante apropriado modulam a
transcricdo dos gens sensitivos a andrégenos; 2) A existéncia de proteinas receptoras de
androgenos em certas membranas celulares que modulam a fungdo celular via segundo
mensageiros e, como tal, ndo atuariam diretamente a nivel da transcri¢ao dos gens (Sheridan,
1991).

E conhecido que os esteréides também exercerem uma variedade de efeitos, em
periodos curtos, no seu 6rgdo alvo. Por exemplo, o cortisol e o estradiol tem efeitos no
transporte de citions mono e divalentes dentro de 1 ou 2 h de tratamento (Bression et al.,
1986). Os glicocorticéides sdo hdbeis em inibir enzimas lisossdmicas dentro de 20 a 40
minutos e, os estrégenos podem elicitar mudangas eletrofisiolégicas em neurdnios e células

GH;/Bg dentro de minutos (Ignarro et al., 1974; Richards e Hesketh, 1975; Dufy et al., 1979).
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A modulag@o pelo estradiol e progesterona dos lactotréfos sensiveis & dopamina (DA) é mais
um exemplo que a acdo dos esterdides gonadais ndo envolvem um passo nuclear neste

mecanismo (Bression et al., 1985).
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Figura I.8. Visdo Geral da Regulacdo da Transcri¢io Mediada pelo Receptor.
R, receptor; L, ligante; TF, fator de transcrigdo; POL, RNA polimerase II.
Adaptado de King, 1992.

O mecanismo bésico pelo qual os hormdnios da tiredide exercem seus efeitos
metabdlicos ndo € bem conhecido, ainda que o papel desses hormdnios no crescimento e no
metabolismo esteja amplamente documentado (Hoch et al., 1974). Virios investigadores tem
sugerido que os efeitos dos hormdnios da tireide ¢ devido a interag@o destes com receptores
nucleares. Ademais, tem sido mostrado que alguns efeitos da L-trilodotironina estejam

diretamente relacionados a sua ocupagio nuclear e ao seu periodo de liga¢do no niicleo (Segal
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e Gordon, 1977). Estes autores também demonstraram que em células do coracdo de embrido
de pinto em cultura o T aumentou a taxa de capta¢do de 2-de6xi-D  [1-3H] glicose (DOG) e
que , em parte, esta estimulagio foi insensivel a actinomicina D, puromicina, ciclo-heximida e
a hidréxiuréia sugerindo que o T5 tem outros sitios de acdo além do niicleo. E provével que
outros componentes celulares ligem o T; especificamente em receptores na superficie celular.

Em trabalhos posteriores de Segal et al., 1989 eles propuseram que em timécitos de
rato o T5 atue a nivel da membrana plasmatica aumentando a atividade da AC, a elevagdo da
concentragdo de AMPc e a captagdo de 2-dedxi-glicose (DOG). Todos esses efeitos do Ty
requerem célcio extracelular com um consequente aumento de célcio citoplasmatico livre.
Essa captacdo de cdlcio estimulada por T; quase que imediata é o efeito mais rapido do Tj
neste e em outros sistemas (Segal e Ingbar, 1984, Segal et al., 1985; Segal, 1988). Portanto, os
autores inferem que a regulagdo do metabolismo do célcio pelo T; esteja associada com a
ativacdo da Ca*+*-ATPase da membrana plasmatica, o regulador chave da concentragdo de
Cat*+ celular (Segal et al., 1989).

Um aspecto muito interessante € a atividade que o retinol exerce em varios processos
testiculares. Muitos deles, nas células de Sertoli, também s@o regulados pela agdo do FSH
como: a sintese do PKI, do ativador de plasminogénio, da inibina e da transferrina.

Virios estudos tem demonstrado que tanto o icido retindico como o retinol exercem
potentes efeitos na diferenciacdo celular e que esses efeitos, frequentemente, ndo estdo
relacionados. Eskild et al., 1991 entretanto, ndo descartaram a possibilidade da existéncia nas
células de Sertoli de um receptor nuclear especifico para o retinol, responsavel pelos efeitos
da vitamina A no controle da espermatogénese.

Nos estudos para receptores de retindides foi encontrada uma alta homologia com os
receptores de hormonios esterdides e tireoideos. Figura 1.9.

Essa semelhanga dos receptores surpreende devido as diferencas estruturais existentes
entre os hormonios tireoideos (derivados da tirosina), dos retindides (derivados do 4cido

mevaldnico) e dos esterdides (derivados do colesterol). A observag¢do de que moléculas
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Receptores de esterdides

A/B CD E/F
MR [ [ea] ] 57 |
PR | [T 55 ]
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GR [ [ioo] T 100 ]
ER [ [eo] T 30 )

Receptor de hormdnios tiredideos

TRa [Tiool T 100 ]
TR& [[Jioo] ] 100 ]
RS (ool T e ]
TRA L _[sof] & ]

Receptores vitaminicos

RAR« L Iool T w00 ]
RARS3 RN 90 ]
VDR [ Jas] | ]

Figura L.9. Homologia entre os Membros da Familia de Receptores Nucleares.

Os nimeros dentro do E/F, onde se liga o esterdide e em C, dominio de ligagdo do
DNA, indicam a percentagem de homologia. Os membros de cada familia foram arranjados
em grupos. Dentro de cada grupo, um receptor foi arbitrariamente designado a um valor de
100%. (GR; TRo; RARa). Por comparagdo dos dominios de ligagdo do DNA entre os grupos,
se GR= 100%, TRP= 44% e RARa= 46%. Os receptores sdo especificos para MR,
mineralocorticéides; PR, progestinas; AR, andrégenos; GR, glicocorticéides; ER, estrégenos;
TR, hormonios da tiredide; RAR, acido retindico; VDR, vitamina D.

Reproduzido de King, 1992.

quimicamente distintas possam interagir em receptores com estruturas andlogas devem refletir

um modo de ag@o semelhante (Giguere et al., 1987).
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Estas descobertas mostram que o mecanismo de a¢do do acido retindico (derivado da
vitamina A) € bastante semelhante ao dos hormdnios esterdides e ao da tiroxina, envolvendo a
ativacado de gens especificos. A partir delas, no entender de muitos pesquisadores, 0s
retindides deveriam ser colocados na categoria dos hormdnios que regulam o crescimento, a
diferenciacdo celular e o desenvolvimento embriondrio (Giguere et al., 1987; Petrovich et al.,
1987; Darmon, 1990; Wolf, 1990).

Ao contrario dos hormonios classicos, os retindides nao sdo sintetizados em um érgao
enddcrino especifico, mas sdo produzidos em diversos tecidos pela transformagdo metabdlica
da vitamina A e dos carotendides presentes na dieta (Darmon, 1990). A existéncia de uma
familia de gens relacionados com os receptores de acido retindico pode representar uma
situacdo andloga a dos hormdnios da tiredide, na qual dois receptores celulares parecem ligar
o mesmo hormdnio. Outra possibilidade seria a existéncia de ligantes diferentes, um deles,
como por exemplo, o retinol. A existéncia de CRBP e a sua importincia para muitas células
epiteliais, como as germinativas nos testiculos que degeneram mesmo em presenga de dcido
retindico garantem, segundo alguns autores, a validade desta hipétese.

Algumas das agdes do 4cido retindico sobre o genoma, descritas por Wolf, 1990 estao
representadas na Figura 1.10.

A estimulagdo em sinergismo com o Tz, da transcricdio do gen do horménio de
crescimento em cultura de células hipofisarias, provavelmente ocorre pela atuagido cooperativa
da proteina receptora do T3 (T3R) e do receptor de 4cido retindico (RAR) sobre o gen do
horménio de crescimento. Outra proteina que também ¢é afetada pelo dcido retindico € a
laminina. Os trés tipos de RAR podem estimular a transcricdo do mRNA da laminina.

A interagdo entre os receptores do dcido retindico e dos hormdnios da tiredide levaram
Glass et al., 1989 a postular a possibilidade de interagdo também com outros membros da
superfamilia dos hormdnios esterdides, resultando um novo padrdo de regulagdo génica. A
existéncia de cofatores nucleares que mediariam as acdes de substdncias (ativando ou

inibindo) que atuam através de receptores da superfamilia dos esteréides (hormonios
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Plasma CELULA
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Figura 1.10. Diagrama Esquematico de Algumas das A¢des do Acido Retinéico sobre o
Genoma.

RBP, proteina plasmitica ligadora de retinol; Rol, retinol; RA, 4cido retindico; CRBP,

proteina plasmética ligadora de RA; RAR, receptor para RA; RARE, elemento resposivo ao

4cido retindico (parte da regido promotora do gen que aumenta a transcrigdo apds a ligagao de

RA-RAR); T;, tiroxina; TRE, elemento responsivo ao Ts; T3 R, receptor para tiroxina. A,

outras proteinas responsiveis ao RA; A, resposta bioldgica alterada; B, proteinas responsiveis

aos hormonios da tireide; B, resposta metabdlica alterada.

Retirado de Wolf, 1990.

esterdides, tireoideos e retindides) levanta a possibilidade da existéncia de um controle que

determinaria a hierarquia da resposta celular a varios ligantes (Hashimoto, 1991).
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A 1déia de que nem todas as a¢des dos esterdides sao mediadas através de receptores
nucleares classicos foi também discutida em dois artigos recentes (Nemere e Norman, 1991;
Sheridan, 1991). Desses e de outros artigos é também claro que agdes na superficie celular
ndo estao limitados aos ester6ides mas que outros compostos que atuam predominantemente
no nicleo como a vitamina D3 e a tiroxina podem também exercer importantes efeitos

biolégicos na periferia da membrana celular (Nemere e Norman, 1991; Segal, 1990).

1.10. TRANSPORTE DE AMINOA CIDOS

Muitos sistemas celulares requerem, como etapa inicial de seu metabolismo, o
reconhecimento especifico e a ligagdo de moléculas biologicamente ativas. As
macromoléculas, geralmente proteinas, responséaveis por este processo de reconhecimento, sdo
denominadas receptores. Em geral, a ligacdo ao receptor é seguida de uma modificagdo
conformacional induzida na proteina receptora, podendo resultar em ativagio ou inibi¢do de
determinada atividade enzimética, com consequentes mudangas no metabolismo celular. Em
alguns casos, a ligacdo de uma molécula na membrana plasmética é seguida de sua
transferéncia ou transporte para o outro lado da membrana ou de uma abertura de canais,
através dos quais podem migrar outras moléculas (Alberts et al., 1994).

A membrana plasmadtica € relativamente impermedvel a substincias hidrofilicas, tais
como, fons e diversos metabdlitos, fornecendo uma barreira de permeabilidade seletiva. Os
mecanismos pelos quais estes materiais sdo transportados através das membranas
extracelulares ou intracelulares s@o, geralmente, denominados processos de transporte.

Os solutos podem atravessar as membranas através de sistemas, os quais podem ser
mediados ou ndo. O transporte ndo mediado € a simples difusdo do soluto através da
membrana, ao longo de seu gradiente de concentragdo. O transporte mediado s pode ser

efetuado por proteinas capazes de se ligar reversivelmente aos substratos especificos, estas

moléculas transportadoras receberam denominagdes como sistemas de transporte,
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transportadores, carregadores, translocases ou permeases e este tipo de transporte foi
classificado em vérias classes.

Difusao facilitada - Um composto pode atravessar a membrana por um mecanismo que nao
exige o suprimento explicito de energia.

Transporte ativo- E o processo mediante o qual uma molécula atravessa a membrana
contra o seu gradiente de concentragdo ou, no caso de fons, contra o seu gradiente
eletroquimico. A energia necessdria para suprir o gasto energético que ocorre neste tipo de
transporte pode ser gerada da hidrélise simultdnea do ATP (atividade da ATPase) ou de outro
composto de alta energia, presente na superficie da proteina, que estd servindo de
transportador, tal processo € conhecido como transporte ativo primdrio e bombas. O transporte
de um metabdlito pode estar acoplado a0 movimento simultdneo de uma segunda substéincia,
que estd se deslocando contra o seu gradiente de concentrac@o. Esta segunda substincia pode
deslocar-se na mesma direcdo da primeira (co-transporte) ou em dire¢do oposta
(antitransporte), este processo € denominado transporte ativo secunddrio ou acoplado a
gradiente (Alberts et al., 1994).

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse em elucidar os mecanismos de transporte
de amino4cidos através da membrana plasmética e esclarecer alguns aspectos cinéticos destes
processos adotados por aminodacidos individuais.

Os tecidos animais possuem uma significante concentragio de aminoécidos
intracelulares e esta concentragdo é mantida através de um processo ativo de captagdo. Em
tecidos animais, bem como em microorganismos, os niveis intracelulares de muitos
aminoacidos sdo regulados de maneira a atender as necessidades nutricionais da c€lula
(Shotwell et al, 1983). O processo molecular do transporte de amino4cidos em células animais
parece ser mais complexo do que a simples sequéncia da ligagdo, translocagdo e dissociag@o
entre o substrato e o carregador ao nivel da membrana, incluindo mecanismos regulatérios os
quais adaptam a eficiéncia do transporte as necessidades da maquinaria intracelular (Guidotti

et al., 1974).
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Os eventos essenciais, para mediar a transferéncia do soluto através da membrana
citoplasmadtica podem ser aceitos como compostos por 3 etapas: a) ligagdo do soluto de um
lado da membrana, b) translocacdo através da membrana e, c¢) liberagdo do soluto do outro
lado da membrana (Guidotti et al, 1978). Geralmente, o substrato de um lado da membrana
pode afetar o fluxo de um outro substrato de duas maneiras:

a) Na mesma direcao, pela competi¢do de sitios receptores do carregador (cis-inibi¢do) ou
pela estimulagdo cooperativa do transporte (cis-estimulagdo) ou;

b) Em direcdo oposta, aumentando a disponibilidade de sitios receptores na prépria
orienta¢do (trans-estimulagao), ou reduzindo a disponibilidade de sitios receptores livres nas
duas superficies da membrana (trans-inibi¢ao) (Guidotti et al., 1978).

Muitos estudos tem revelado que existem vérios sistemas de transporte cuja
reatividade ao substrato, em geral parece ser semelhante entre os tecidos animais, ainda que
existam algumas diferengas observadas em tecidos especializados (Christensen, 1975). O
reconhecimento do substrato pelo sitio receptor de vérios sistemas € frequentemente
incompleto e as exigéncias estruturais para a aceitacdo de aminodcidos sdo pequenas. Como
consequéncia, uma espécie de aminodcidos pode ser transportada por 2 ou 3 sistemas

aparentemente independentes (Christensen, 1975).

I.10.1. Sistemas de Transporte para Aminoacidos Neutros

Os principais sistemas conhecidos que participam no transporte de aminoécidos
neutros sao os sistemas "A", "ASC" e "L".

As caracteristicas estruturais comuns da preferéncia de substratos do sistema "A" e "L"
levaram Christensen, em 1955, a projetar e sintetizar aminodcidos andlogos aos aminodcidos
naturais, com as caracteristicas importantes de ndo serem metabolizados por células
eucarifticas e serem restritos a entrada de aminodcidos possivelmente por um sé sistema de
transporte. A captacdo de aminodcidos naturais e modelos é realizada através de distintos

sistemas de transporte, os quais diferem entre si por reagirem especificamente com diferentes
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substratos. A partir dai, a medida da captacdo de aminodcidos pdde ser feita com maior
margem de seguranca e a investigagdo do transporte de aminoécidos através da membrana
sofreu um grande avango.

O andlogo é&cido «-metilaminoisobutirico (0-MeAIB) é usado como substrato
especifico para b sistema "A" e o analogo cicloleucina (cLeu) é empregado para o sistema "L".
O 4cido o-aminoisobutirico (0-AIB) frequentemente € usado como substrato modelo para o
sistema "A", mas, sua captagdo pode ocorrer por multiplos sistemas de transporte em vdrios
tipos celulares, ndo devendo ser identificado somente como substrato para o sistema "A"
(Shotwell et al., 1981; Bass et al., 1981; Kilberg et al., 1979; Le Cam e Freychet, 1977). Para
o estudo da atividade do sistema "ASC", tém sido usados seus substratos preferenciais,
alanina, serina e cisteina, no entanto, ndo ha um aminodcido modelo especifico para o estudo

deste sistema (Shotwell et al., 1983).

1.10.2. Sistema "A"'

Este sistema exibe ampla reatividade para aminodcidos neutros com cadeia lateral
curta, polar ou linear. Transporta preferencialmente alanina, mas também apresenta
estereoespecificidade para os aminodcidos prolina, serina, glicina, metionina e para os
aminoécidos modelos a-AlIB, oi-MeAIB e cLeu (Christensen, 1969; Guidotti et al., 1978).

O sistema "A" é dependente de sédio (Oxender e Christensen, 1963) e é energizado,
pelo menos em parte, pelo gradiente eletroquimico do sédio (Christensen et al., 1973). Sua
principal caracteristica é funcionar somente por transporte ativo e ser um sistema sensivel a
hormonios, ¢ muito sensivel a mudangas extracelulares de pH e a inibidores metabdlicos,
tolera grupamentos N-metilados, o que o diferencia do sistema "ASC" e "L". A captagdo de
aminoécidos pelo sistema "A" estd frequentemente sujeita a trans-inibicdo por substratos
intracelulares deste sistema (Shotwell et al., 1983). O sistema de transporte de aminoécidos
correspondente ao sistema "A" foi descrito em uma ampla variedade de tipos celulares

animais, incluindo células de aves e mamiferos (Guidotti et al., 1978), mas ndo € atuante em
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eritrocitos, e reticulécitos (Christensen, 1969). Estudos com diafragma de rato (Riggs e
McKirahan, 1973), células do corag@o de embrido de pinto (Guidotti et al., 1974; Elsas et al.,
1975) e hepatdcito de rato (Guidotti et al., 1974) indicam que a insulina afeta
predominantemente ou inteiramente a atividade do sistema "A" de transporte. Em figado
perfundido de rato (Chambers et al., 1968), em fatias de figado de rato (Tews et al., 1970) e
em hepatdcito isolado de rato (Le Cam e Freychet, 1976), o glucagon intensifica a captagdo de
aminodcidos e este efeito hormonal parece estar restrito ao sistema "A" de transporte em
tecido hepético. Experimentos com hepatdcito isolado demonstraram que o estimulo no
transporte de aminoacidos em resposta a catecolaminas mostrou-se restrito ao sistema "A" (Le
Cam e Freychet, 1978). Cruz Curte e Wassermann, em 1985, observaram que em testiculos de
ratos imaturos o FSH estimula o transporte de aminodcidos neutros exclusivamente através de
regulacdo efetuada sobre o sistema "A" de transporte. Em experimentos com glandulas
adrenais de rato e de boi foi demonstrado que a captagdo de aminoicidos neutros regulados
pela insulina dé-se, preferencialmente, através do sistema "A" de transporte (Wassermann et

al., 1989b; Fauth et al., 1991).

1.10.3. Sistema ""ASC"

E restrito a um grupo menor de aminodcidos, transporta preferencialmente alanina,
serina e cisteina e exibe alta estereoespecificidade no reconhecimento da cadeia lateral dos
aminoécidos (Eavenson e Christensen, 1967). E sodio dependente, mas € menos sensivel do
que o sistema "A" em mudar sua atividade diante de varia¢des de pH no meio extracelular e
frente a inibidores metabdlicos (Christensen et al., 1967). Uma das caracteristicas que o
diferencia do sistema "A" € a sua ndo tolerdncia a N-metilagdo de alguns aminoécidos
(Christensen, 1969). Este sistema possui a habilidade de ser trans-estimulado por aminoacidos
intracelulares. Christensen, trabalhando com células tumorais (Ehrlich), observou que a

estereoespecificidade do sistema "ASC" era maior para a saida do que para a entrada de

aminoécidos, sugerindo que a alta estereoespecificidade deste sistema pode, em algumas
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situagdes, mediar mais a liberagdo do que a captacdo de aminodcidos. Este sistema foi
primeiro descrito em células de Ehrlich, por Christensen et al., 1967, como um segundo
sistema de transporte dependente de sédio, o qual participa em diferentes tipos celulares,
expressando-se quantitativamente de maneira varidvel e, geralmente, pouco representativa.

O sistema "ASC" foi demonstrado, em alguns experimentos como sendo o sistema por
exceléncia em reticulécito de coelho (Winter e Christensen, 1965), em reticulécito de pombo
(Eavenson e Christensen, 1967), em hepatécito de rato (Edmonson et al., 1979), em cultura de
fibroblasto humano (Gazzola et al., 1980; Franchi-Gazzola et al., 1982) e em células de ovdrio

de hamster chinés (Shotwell et al, 1981; Bass et al., 1981).

1.10.4. Sistema "L"

Apresenta reatividade para aminodcidos com cadeia lateral ramificada ou com anel
aromdtico. Transporta preferencialmente leucina, mas também apresenta estereoespecificidade
para os aminodcidos valina, fenilalanina, metionina e para o aminoacido modelo cicloleucina
(cLeu). Entretanto, quase todos os aminoécidos neutros sdo transportados por este sistema em
maior ou menor extensio, mesmo quando estes sdo substratos preferenciais de outros sistemas
de transporte, por exemplo, a metionina, a qual é ativamente transportada pelo sistema "A", é
também um excelente substrato para o sistema "L" (Christensen, 1975). E um sistema
independente de sddio e esta é uma caracteristica notdvel que o diferencia do sistema "A" e
"ASC" (Christensen, 1975; McGivan et al., 1977). Este sistema diminui a seletividade para o
transporte quando h4d uma diminui¢do no pH extracelular, exibe forte propriedade de troca,
havendo um consistente fluxo por trans-estimulag@o para dentro e para fora da célula, o que
provavelmente ocorre nesse sistema na presenca de aminoécidos endégenos ou exégenos, com
quantidades adequadas de material apolar na cadeia lateral (Harrison e Christensen, 1975;
Mattheus € Zand, 1977). Entretanto, o sistema "L" ndo é puramente um sistema de troca, pois
pode induzir a concentragdo de aminodcidos no interior da célula, através de um transporte

que pode ser intenso e inequivoco (Christensen et al., 1974; Christensen, 1973).
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O transporte de aminodcidos correspondente ao sistema "L" ja foi descrito em varios
tecidos como em ovario de hamster chinés, em cultura primdria de hepatécito de rato (Moore
et al., 1977; Shotwell et al., 1982)e, em ilhotas pancredticas isoladas de rato (Prentki e
Renold, 1983). Este sistema e o sistema "A" ja foram descritos numa ampla variedade de

tecidos animais, incluindo células de aves e mamiferos (Guidotti et al., 1978).

1.10.5. Regulacio Hormonal do Transporte de Aminoacidos

Em experimentos "in vitro" vérios fatores podem modificar as concentragdes de
aminodcidos que entram nas células para serem armazenados ou metabolizados. Entre estes
fatores podem ser citados: variacdes de pH e temperatura, variagdes na concentragio de
aminodcidos no meio de incubagdo, variagdes ibnicas, o uso de drogas e/ou adi¢do de
hormdnios, a idade do animal, o perfodo de pré-incubagdo, incubagdo, etc. Esses fatores
podem variar a atividade do transporte e, em alguns casos, tém acdo especifica sobre um
determinado sistema de transporte.

Wassermann et al., 1992a, observaram que um periodo de pré-incubagdo seria
necesséario para detectar o efeito do FSH sobre o transporte de aminoédcidos neutros em
testiculos "SCE” de ratos imaturos. Baseados nesse fato, importantes aspectos foram
estudados, como: o tempo de exposicdo com o hormdnio, a dose de FSH, o efeito de
inibidores da sintese protéica e glicoprotéica, inibidores microtubulares e o efeito de
bloqueadores de canais de célcio e, foi observado que:

a) A acdo estimulatéria do FSH no transporte de aminoédcidos neutros em testiculos de ratos
imaturos, num tempo imediato (2 h), ndo depende da integridade dos microtibulos ou da
sintese "de novo"” de proteinas. Entretanto, a resposta testicular completa ao horménio
depende da sintese protéica ativa e da integridade funcional dos microtibulos.

b) O bloqueio dos canais de célcio dependentes da voltagem anula a agdo estimulatdria do

FSH.
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Nestas condi¢des experimentais o periodo de pré-incubacdio € fundamental
independente da presenga ou ndo do horménio e, doses tdo responsivas quanto 2,0 mU/ml
exibem claramente a ag@o imediata do hormonio neste fendmeno.

Tem sido demonstrado que a agdo do FSH ¢€ influenciada pela idade do animal. Perez-
Sanches e Wassermann, 1981 observaram que o FSH estimulou a captagdo de aminoécidos
em ratos de 10, 15 e 20 dias de idade e aos 5 e 25 dias de idade este efeito ndo foi observado.
Estudos realizados nesta area tem evidenciado que tanto a captagdo basal como a estimulada
pelo FSH variam significativamente e, ao atingir a maturidade, o FSH ndo induz nenhum
efeito estimulatdrio sobre o transporte de aminodcidos em testiculos de ratos e camundongos
(Irusta e Wassermann, 1974; Ozza et al., 1982).

O uso de algumas drogas empregadas em muitos estudos, tais como inibidores da
sintese protéica, como a puromicina ou ciclo-heximida, bloqueadores da sintese de RNA,
como a actinomicina D, tunicamicina, a qual inibe a glicosila¢do de glicoproteinas, inibidores
da polimerizagio dos microtiibulos pela colchicina e bloqueadores de canais i6nicos em geral,
alteram a concentrac@o intracelular de aminoécidos, o qual pode afetar a atividade do sistema
"A". Essas variacdes intracelulares devem ser consideradas para o estudo da regulagdo do
transporte (Shotwell et al., 1983).

Alguns trabalhos demonstraram que o T3 aumentou a captagdo dos aminodcidos ndo
metabolizdveis o-aminoisobutirico (AIB) e cicloleucina (cLeu) em timdcito isolado de rato. O
efeito do T3 na captagdo destes aminodcidos foi rdpido e ndo foi inibido pelo tratamento das
c€lulas com ciclo-heximida (Goldfine et al., 1975). Por outro lado, o T também mostrou um
efeito estimulatério na captacdo de 2-dedxi-glicose em células do coragdo de embrido de pinto
em cultura. Neste pardmetro o T; elicitou sua agdo através de um evento envolvendo duas
fases. Nas primeiras 6 h de incubagdo com o horménio a agdo estimulatdria sob a captagdo de
DOG ndo foi alterada em células previamente tratadas com actinomicina D, puromicina e
ciclo-heximida. Entretanto, entre as 6 e 24 h estes agentes preveniram o estimulo da captac¢do

de DOG em culturas tratadas com T3 (Segal e Gordon, 1977).
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Em vérios tecidos a estimulagdo do transporte de aminodcidos mostrou-se
independente da sintese protéica pela insensibilidade a inibidores ou por uma inducdo muito
répida, como para envolver a sintese “de novo" de proteinas, como exemplo, o efeito da
insulina no tecido mamaério de camundongo (Lobitz e Neville, 1977). Entretanto, nos estudos
de Edmonson et al., 1980 o periodo inicial de 15 a 30 minutos de estimulacao pelo glucagon
ndo foi alterado pelo tratamento com ciclo-heximida, visto que o aumento na atividade do
transporte depois de 30 minutos foi abolido por este inibidor.

Irusta e Wassermann em 1974, estudaram a acio da ciclo-heximida na captacio de o-
AIB-14C em testiculos de ratos imaturos (21 dias) e adultos (90 dias), pré-incubados "in
vitro"”, com ciclo-heximida durante 1 hora, numa concentrag@o a qual inibiu a sintese protéica
e observaram que esta substancia era efetiva em bloquear parcialmente tanto a captagdo basal
de a-AIB-14C como a estimulada pelo FSH. Além disso, Perez-Sanches e Wassermann em
1981, verificaram o efeito da tunicamicina sobre a a¢gdo do FSH em testiculos enriquecidos em
células de Sertoli, em ratos de 17 dias de idade e observaram que inibindo a sintese de
glicoproteinas com tunicamicina havia uma diminui¢do na captagdo de o-AIB-14C, tanto nos
grupos controles como nos grupos tratados com FSH. Também, Bernard e Wassermann, 1982
observaram que a administracdo "in vivo"” de FSH causava um aumento "in vitro” da
incorporagdo de glicose, D-glicosamina ou D-manose nas glicoproteinas de testiculo de ratos
normais ou enriquecidos em células de Sertoli e que este efeito era bloqueado pela pré-
incubagdo dos testiculos com tunicamicina.

Outros hormonios como, por exemplo, a prolactina (PRL) aumentam a captacdo de o«
-AIB-14C através de um mecanismo que requer a sintese de RNA e de proteinas. A adigdo de
puromicina, ciclo-heximida e actinomicina D aboliram a resposta da PRL no transporte de
aminoédcidos em explante de glandula mamdria de camundongo (Rillema et al., 1992).

Vérios estudos tem proporcionado abundantes informagdes sobre o efeito de
hormonios no transporte de aminodcidos em células e tecidos. Os organismos superiores

requerem um controle regulatério adicional do transporte de aminodcidos para ajustar o fluxo
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de nutrientes entre os diferentes tipos celulares e, a regulagdo por horménios é um dos
mecanismos pelos quais o fluxo de nutrientes pode ser coordenado. (Shotweel et al., 1983).

Numerosos trabalhos ja publicados com referéncia a regulagao hormonal sobre o
transporte de aminodcidos, usando vdrios tipos de células evidenciaram uma correlagdo entre
o estimulo da captagdo de aminoécidos pelo hormdnio e um simultdneo aumento na sintese
macromolecular, na producdo de energia ou na divisdo celular. Por outro lado, o transporte
também pode ser inibido pelo hormdnio, como no caso da inibicdo da captacdo de
aminodcidos pelo tecido muscular na presenga de hormonios glicocorticéides (Wool, 1960;
Kostyo e Schimidt, 1963).

Na superficie externa da membrana plasmadtica estdo localizados os receptores para
horménios peptidicos e catecolaminas. Como primeiro passo, os hormdnios ligam-se a
receptores especificos, interagindo com a sua célula alvo. Para muitos hormonios peptidicos, o
passo seguinte da ligacdo hormdnio-receptor envolve pelo menos um caminho comum
intracelular, usando AMPc ou GMPc e possivelmente Ca*+ como mensageiro intracelular.
Para outros hormdnios peptidicos a identidade do(s) mensageiro(s) intracelular(es) ainda nio é
conhecida em sua totalidade (Guidotti et al., 1978; Wassermann et al., 1992 a e b).

Os efeitos hormonais no transporte de aminodcidos representam, de algum modo,
processos moleculares, os quais diferem em natureza, mecanismo de agio, sitio e tipo celular.
A insulina tem efeito estimulatério na captagdo de aminodcidos o que ji foi observado em
varias preparagdes bioldgicas, como por exemplo, linfécito de timo de rato e ttero de rata
imatura (Guidotti et al., 1976; Goldfine et al., 1972), fibroblasto e musculo liso de rato
(Guidotti et al., 1976; Hollenberg, 1976), figado perfundido, hepatdcito e cultura de células de
hepatoma (Kleitzien et al., 1976).

Perez-Sanches e Wassermann,1981, trabalhando com testiculos "SCE", com animais de
15 dias de idade, observaram que adicionando a toxina da c6lera "in vitro", a qual produziu
um aumento nos niveis de AMPc intracelular,a captacio de a-AIB-14C ndo foi modificada. Em

outros tratamentos estes mesmos autores adicionaram AMPc ou metil isobutilxantina (MIX)
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"in vitro" e também ndo observaram um efeito significante na captacio de o-AIB-14C,
sugerindo que possivelmente ndo exista relagdo entre os niveis de AMPc e variagdes no
transporte de aminodcidos estimulados pelo FSH. Resultados similares ji4 haviam sido
observados por Irusta e Wassermann em 1974 utilizando DBAMPc.

A insulina e o glucagon estimulam o transporte de aminoicidos numa variedade de
sistemas celulares por um mecanismo o qual envolve a sintese protéica ativa (Lerner, 1985).
Também, o estimulo no transporte de aminoacidos mediado por catecolaminas em hepatécito
isolado de rato pdde ser inibido por ciclo-heximida, sugerindo que a sintese de proteinas €
necesséria para a sua expressao (Le Cam e Freychet, 1978).

Também tem sido demonstrado que hormdnios com ag¢do nuclear classica como o
hormonio da tiredide estimulam o transporte de aminoécidos por um mecanismo independente
da sintese protéica, mas, o transporte de DOG estimulado por esses hormdnios demonstrou
um perfil bifasico: um inicial independente da sintese protéica e um efeito tardio (apds 6 h)
dependente da sintese de novos carregadores (Goldfine et al., 1975; Segal e Gordon, 1977).

Os hormoénios esterdides como a testosterona tem demonstrado exercerem efeitos
bioldgicos através da ligagdo direta em componentes na membrana plasmaética, estimulando a
captagdo de aminodcidos ndo metabolizdveis, a captagdo de deéxi-glicose (DOG) e a
endocitose (Koening et al., 1982 e 1989). A regulagdo desses processos de membrana envolve
alteragdes no fluxo de célcio, bem como, na concentragdo endégena de poliaminas.

Para estudar os detalhes do mecanismo de a¢do de horménios no transporte de
aminoécidos, tem sido utilizados aminodcidos ndo metabolizdveis (o-MeAIB-14C, o-AIB-
14C) e, inibidores metabdlicos como a puromicina, ciclo-heximida e actinomicina D.
Entretanto as multiplas acdes hormonais expressadas por efeitos monofasicos ou dual ainda

s@0 assuntos para muitas investigagoes.
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I.11. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho apresentado nessa tese foi: a) esclarecer alguns aspectos do
mecanismo de agdo do hormonio foliculo estimulante no transporte de aminoicidos neutros
em cultura primdria de células de Sertoli obtidas de testiculos imaturos "SCE" ; b) Estudar o
mecanismo de acdo da vitamina A, retinol, no transporte de aminoacidos neutros em testiculos
"SCE" e em cultura de células de Sertoli de ratos imaturos. Neste contexto, essa tese faz parte

de uma linha de pesquisa com as hipéteses de trabalho abaixo esquematizadas.
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Figura 1.11. Representacao Esquematica da Hipétese do Mecanismo de A¢ao do FSH e do Retinol no

Transporte de Aminoacidos Neutros.
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O FSH liga-se ao receptor na membrana plasmética, abre possivelmete canais de K+
sensiveis ao ATP e produz uma hiperpolarizagdo. Este fendmeno causa a abertura de canais de
Catt de baixa voltagem e inicia o processo de despolarizacdo, provavelmente, o Ca** ativa o
co-transporte Na*-aminodcidos ou a troca Nat-Cat*.(Resultados eletrofisioldgicos extraidos
de Wassermann et al., 1992 b).

A agdo do retinol no transporte de aminodcidos ocorre por um mecanismo semelhante

ao do FSH.

Conforme exposto no capitulo I, o FSH e o retinol possuem relevante fungio testicular
durante o desenvolvimento e maturagdo sexual. Devido a importincia desses agentes na
regulacdo das fungdes metabdlicas ( transporte de aminoicidos e sintese protéica), os
objetivos especificos dessa tese s3o:

1) Correlacionar o perfil de estimulo do FSH de diferentes espécies e origens no transporte de

aminodcidos.

2) Analisar a acdo mediata do FSH.

3) Investigar o efeito do retinol no transporte de aminoécidos neutros.

4) Caracterizar o sistema de transporte de aminoécidos regulado por retinol.

5) Analisar o efeito imediato do retinol no transporte de amino4acidos.

6) Investigar a a¢do do retinol na sintese protéica.

7) Correlacionar os pardmetros transporte de aminoicidos e sintese protéica regulados por
retinol.

8) Analisar o efeito sinérgico do retinol e FSH no transporte de aminoécidos.

9) Analisar o efeito bifésico do retinol no transporte de aminoacidos.

10) Investigar o efeito do retinol no transporte de aminoacidos durante o periodo de maturagio
sexual.

11) Correlacionar o efeito da testosterona e retinol no transporte de amino4cidos.
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II. MATERIAIS E METODOS

II.1. MATERIAIS

II.1.1. Solucoes Salinas e Meio de Cultura Utilizados
I1.1.1.1. Solugédo Salina Tamponada (BSS)

Utilizada no preparo da colagenase, do inibidor de tripsina, da solugdo saturada de -
MeAIB (20 mM), para lavagem das células durante a digestdo enzimética e, para a incubagdo

com os aminoécidos marcados (MeAIB-14C e Leucina -U-14C).

Tabela IL.1. Composi¢io da salina tamponada (BSS)

CaCl,.2H,0 1,29 mM
KCl 5,36 mM
KH,POy 1,10 mM
MgSOy4 . 7TH,0 0,65 mM
NaCl 136,90 mM
Nay HPOy4 0,27 mM
Glicose 6,10 mM

Vermelho de fenol 7,05x 10 mM

Agua ultra pura q.s.p. 1000 m!

pH 74

I1.1.1.2. Solucdo Salina Tamponada sem Ca*+ e Mg++ ( CMF-BSS).
Utilizada no preparo da solugdo de tripsina
O CaCl,. 2H,0 e 0 MgSO, . 7TH,0 eram substituidos por 0,70 mM de Na,SO, e o pH

da solugdo de tripsina era acertado em 7,8 com NaOH IN.
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Tabela II. 2. Composi¢do da salina tamponada CMF-BSS

NaCl 136,9 mM
KCl 5,36 mM
Na,HpO, 027 mM
KH., po, 1,10 mM
Glicose 6,10 mM
Na, SO 4 0,70 mM

Agua ultra pura  g.s.p. 1000 ml

I1.1.1. 3. Meio de Cultura

Foi utilizado para a cultura de células o meio 199 com sais de Hank's (Sigma). O pH

do meio era acertado em 7,6 com NaOH 1N ou HCI 1N.

I1.1.1. 4. a) Tampao Krebs-Ringer bicarbonato (KRb)
Foi utilizado como meio de incubagio dos testiculos inteiros "SCE" o tampao Krebs-
Ringer bicarbonato (KRb), pH 7,4, preparado imediatamente antes da realizagiio dos
experimentos. O preparo da solucio foi feito a partir das seguintes solugdes estoques:

Tabela IL 3. Solugdes estoque para o preparo do KRb

NaCl 118,00 mM
KCl1 4,61 mM
CaCly.Hy0 2,50 mM
KH;.POy4 1,19 mM
Mg.504.H,0 0,76 mM
NaHCO3 25,0 mM

No preparo da solugdo tampdo, foram colocados 2 ml de cada solugdo estoque,
acrescentando-se o sulfato de magnésio e o cloreto de célcio por dltimo e completando o
volume com 40 ml de 4dgua destilada. Quando se desejava um volume maior da solugdo

tampao, multiplicava-se a adi¢d@o dos componentes por um mesmo valor. Logo ap0s, a solug@o
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era gaseificada com carbogénio ( 0, : CO, , 95:5, v/v) até que o pH atingisse o valor 7,4 o que
era confirmado em pH-metro. A solug@o assim obtida era mantida em uma caixa de isopor
com gelo durante a preparac¢do do experimento.

A tabela a seguir apresenta as concentragdes idnicas obtidas no final da preparagdo de

KRb e os valores encontrados nos liquidos extra e intracelulares (Long, 1961).

Tabela II. 4. Concentragdes idnicas do KRb, liquido intra e extracelular.

Meio mEq/l Na+ K+ Ca++ Mg++ HCO3 HPO;, CI- SOy

Extracelular 140-145 4-5 25 15 27 1,0 100 -
Intracelular 10 145-150 2,0 4,0 8 65-70 5-20 -
KRb 146 47 25 1,2 25 1,2 127 1,2

Nos experimentos que foram utilizados Co** ou  Ni** a solugdo de cloreto de célcio foi

substituida por igual volume de H,O destilada.

b) Tampao Hipossodico

Esta solugdo foi similarmente preparada como a solugdo tampao KRb, excetuando-se
que o NaCl nido foi adicionado obtendo-se uma solu¢do com 25 mM de sédio no meio. O
NaCl] foi substituido por cloreto de colina (Merck) numa concentragdo de 3,08 x 109 mM
(43g/ 100 ml), desta solugdo foram pipetados 2 ml, assim como de cada uma das demais
solugdes estoque e preparadas de acordo com o descrito acima para o KRb (Spritzer e

Wassermann, 1985).

I1.1.1. 5.Meio Bacteriolégico - Caldo de carne simples
Foi utilizado para o controle de esterilidade de todas as solugbes. Aliquotas das
solugdes estéreis eram semeadas em caldo de carne para cultura bacteriana 48 horas antes do

uso.
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Tabela II. 5. Composi¢do do caldo de carne simples

Agua de carne 1000 m!
Peptona 10g
NaCl S5g

Apds a dissolugdo com soda 10 % até virar o tornassol a solugdo era autoclavada,
filtrada e ajustado o pH entre 7,4-7,6 com NaOH IN. Apés uma segunda autoclavagem foi

distribuida em frascos estéreis e armazenada a 5° C negativos (Pelczar et al., 1980).

I1.1.2. Enzimas

o Tripsina 1/250 (Difco, Detroit, MICH, USA). Esta substancia era pesada e dissolvida em
solugdo salina tamponada sem célcio e magnésio (CMF-BSS), de modo a obter-se uma
concentrac¢ao final de 2,5 mg/ml (24 U/mg). A seguir, esta solug@o era filtrada em atmosfera
estéril e armazenada a 20 °C negativos até o momento do uso.

o Inibidor de Tripsina (de soja) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA). Esta substincia
era preparada em solugdo salina tamponada (BSS), numa concentra¢do de 0,15 mg/ml (24
U/mg) em atmosfera estéril e armazenada a menos 20° C até o momento do uso.

» Colagenase tipo I A (Sigma Chemical Co. , St. Louis, MO, USA). A colagenase era pesada,
dissolvida em BSS até atingir a concentragdo de 1,0 mg/ml (174 U/mg), filtrada e estocada a
menos 20° C até o momento da dispersdo celular.

 Peptona (Difco, Detroit, MICH, USA). Utilizada na preparag@o do "caldo de carne simples”

para o controle de esterilidade.

I1.1.3. Hormonios
I1.1.3.1. Hormonio Foliculo Estimulante (FSH), de distintas origens e purezas, era
previamente dissolvido em meio 199 ou em solugdo salina tamponada conforme o

experimento empregado, e adicionado ao meio de incubagdo de forma a obter-se a
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concentracdo final desejada (0,025; 0,05; 0,1; 0,2 ou 0,4 mU/ml). Foram utilizados os
seguintes hormonios:

» FSH de hipdfise de ovinos (Sigma), atividade especifica 10 U/mg.

o FSH de hipéfise de ovinos (NIADDK-oFSH-17), atividade especifica 20 U/mg,

« FSH de hipéfise de suinos (NIADDK-pFSH-B-1), atividade especifica 2 U/mg,

« FSH de hipdfise de ratos (NIJAMDD-rFSH-B-2)

II.1.3.2. Propionato de Testosterona - Testolipan (laboratério Organol), adquirido em
farmdacia comercial. O testolipan foi diluido em 6leo de milho e injetado intra-peritonial (2
mg/Kg), 48 h antes do experimento. O propionato de testosterona que era diluido em etanol
foi utilizado na concentragéo de 4uM para a incubagio "in vitro" de testiculos "SCE". Uma
solugdo de 2uM de propionato de testosterona foi utilizado no tratamento cronico e agudo em

culturas de células de Sertoli.

I1.1.3.3. Hormonio Luteinizante (LH) - Adquirido do National Institute of Health (NIH),
extraido de hipéfise de equinos, era previamente pesado e diluido em solugdo salina
tamponada (BSS). Foi utilizado nas concentragdes de 0,1; 0,2; 0,5 ¢ 1,0 mU/ml durante o
periodo de incubagdo com o aminoicido marcado conforme ilustrado no capitulo dos

resultados.

I1.1.4 . Retinol

O all-trans-retinol (Sigma) era pesado em condi¢des adequadas e diluido em etanol
imediatamente antes de ser utilizado. As solugdes de incubagdo com retinol ndo tinham mais
do que 0,1 % de etanol. O meio 199 contém em sua composi¢ao 0,5 uM de retinol o que foi

considerado nas concentragdes utilizadas.
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II.1.5. Soro Fetal Bovino (SFB) - Testado para micoplasma (LB - Laborclin - Produtos para
laboratério Ltda.).
Adicionado ao meio de cultura na concentragdo de 1% e imediatamente esterilizado

por filtracdo a pressao (filtros de S0 mm de didmetro com membranas de acetato de 0,22 pm).

I1.1.6. Outras Substéncias - Sulfato de niquel, cloreto de cobalto, ciclo-heximida, ouabaina e
dcido a-metilaminoisobutirico foram adquiridos da Sigma Chemical Company, St.Louis, MO,
USA.

Sulfato de gentamicina [ 20 mg/l ] laboratério Schering-Plough, adiquirida
diretamente de farmécias comerciais, era rotineiramente adicionada a todas as solucgdes de
enzimas, salinas e meio de cultura, antes da esterilizagdo das solugGes.

Todos os demais reagentes eram de pureza "pré-andlise” (PA).

I1.1.7. Substincias Radioativas

Foram utilizados dois aminodcidos marcados com 4C . O 4cido o-
metilaminoisobutirico [1-14C], o-MeAIB-!4C, com atividade especifica de 50 mCi/mmol € o
aminoécido leucina [U-14C], com atividade especifica de 311 mCi/mmol. Ambos amino4cidos
marcados foram obtidos da Du Pont NEN Research Products e, sempre foram usados na
concentragdo de 0,1 ou 0,2 puCi/ml (ver em resultados). Foram adicionados no meio
imediatamente antes do inicio da incubagdo, tanto nos grupos controles como nos tratados,

para a medida do transporte de aminodcidos e sintese protéica, respectivamente.

I1.1.8. Solucoes de Cintilacao

Para a contagem da radioatividade das aliquotas contendo uma fase aquosa, utilizou-se

o liquido de cintilagdo Aquasol, preparado conforme descrito abaixo.
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Tabela I1.6. Composicao do Aquasol.

Tolueno 1000 ml
Triton X-100 500 ml
PPO 025 g
POPOP 825 g

O PPO (2,5-difenil-oxazole) e o POPOP (1,4 di) -5-fenil-2-oxazolil-benzeno foram

fornecidos pela Sigma Chemical Co. O tolueno e o triton X-100 foram adquiridos da Merck.

I1.1.9. Esterilizacao de Materiais

Todo o material de vidro utilizado nas culturas de c€lulas era lavado com Extran
neutro (Merck), enxaguado com 4gua da torneira e imerso sete vezes em 4gua desionizada e
duas vezes em 4agua bidestilada de vidro. Apds, o material era envolvido em papel aluminio e
esterilizado por autoclavagem a 120° C e 1 atm. por 20 minutos e, posteriormente, mantido
em estufa seca a 140° C por 5 horas. O material plastico, gaze e os filtros com membranas
eram autoclavados por 20 minutos a 120° C e 1 atm. O material cirirgico era esterilizado em

estufa seca a 140° C por 5 horas.

I1.1.10. Esterilizacao de Solucoes

Grandes volumes de salina, enzimas e meio de cultura eram esterilizados com filtros
de 45 mm de didmetro, a pressdo, € membranas de 0,22 pm (Millipore). A esterilidade de
todas as solugdes era testada, por semeadura em caldo de carne para cultura bacteriana 48
horas antes do uso.

O meio de cultura, solugdes salinas, solu¢des de enzimas e todas as solugdes utilizadas
em cultura (NaOH 1IN, HCI 1N, etc.) eram preparadas com agua ultra pura (Milli-Q), filtrada

imediatamente antes do preparo das solugdes.
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I1.1.11. Equipamentos

Relacio dos equipamentos utilizados neste trabalho:
« Capela de Fluxo Laminar (Trox Série FLV-Classe I)

Todos os procedimentos que requeriam condigdes estéreis eram realizados na capela
de fluxo laminar.
¢ Incubador (Nuaire)

Para a manuten¢do das células em cultura, foi utilizado um incubador equipado com
controle de temperatura e entrada de CO, ( 5% ) (AGA S/A). O incubador mantinha um
ambiente umido e temperatura de 34° C.

« Medidor de pH (Modelo DMPH-3 Digimed)

Para a verificag@o e ajuste do pH de todas as solucdes, calibrado no momento do uso.
« Incubador (Fanem modelo 145)

Este aparelho, equipado com sistema de agitagdo e termostato, era utilizado para a
incubac@o das células de Sertoli em cultura ou dos testiculos inteiros com o aminodcido
marcado conforme descrito em cada experimento.
 Balanca Eletronica (AE 163 Mettler)

Utilizada para a pesagem de horménios e todas as substincias que exigiam maior precisdo
na pesagem
« Balanga Eletronica (B 160 Micronal)

Utilizada para pesagem das gonadas e todas as substincias das quais eram preparadas
as solugdes no laboratério.

« Microscopio Invertido com Contraste de Fase (Nikon)

Utilizou-se um microscépio invertido para a monitorizagdo constante das culturas
celulares.

« Microscépio Otico (Olimpus)
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Foi utilizado um microscdpio 6tico para a contagem das células em hemocitdmetro
imediatamente antes da semeadura e para a monitorizagdo das laminas preparadas a partir de
testiculos normais e irradiados o que permitia o controle da efetividade da irradiagao.

e Banho Maria (Fanem modelo 100)

Utilizado para a manutencdo do meio de cultura, salinas e enzimas a uma temperatura
de 34° C, durante a dispersao celular.
» Centrifuga (Fanem modelo 206)

Utilizada no processo de obtencdo de células de Sertoli durante a digestdo enzimatica.
e Estufa (Fabbe-Primar modelo 246)

Para a esterilizagdo a seco era utilizada uma estufa com capacidade de aquecimento até
200° C.

« Sonicador (Sonicator XL 2020)

O sonicador foi utilizado para o rompimento das células de Sertoli apds serem
coletadas das placas de cultura. |
« Espectrofotéometro (DME-21 Digimed)

A dosagem de proteinas foi realizada utilizando-se um espectrofotémetro com
capacidade de leitura até¢ 700 nm.

» Espectrometro de Cintilagdo (LKB modelo 1209 - Rack-Beta)
Foi utilizado um espectrometro de cintilagdo liquida com eficiéncia de 85 a 90 % para

a contagem da radioatividade.

IL.2. METODOS
I1.2.1. Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 15, 30 e 35 dias de idade (cepa do IB-
UFRGS). Para o controle da idade considerou-se como o primeiro dia de vida o dia seguinte
ao do nascimento. Os animais imaturos, ainda em fase de aleitamento, eram mantidos

juntamente com suas maes, em gaiolas plasticas até o momento do experimento. Os animais
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eram submetidos a um ciclo normal claro/escuro (luzes acesas das 7 as 19 horas), com ragao
padronizada e 4gua "ad libitum".

Utilizaram-se nos vérios experimentos, testiculos enriquecidos em células de Sertoli
"SCE" de ratos de 15, 30 e 35 dias de idade (ver legenda dos graficos no capitulo dos
resultados) e/ou cultura de células de Sertoli obtidas de testiculos "SCE" de ratos imaturos

(15 dias de idade).

IL.2.2. Obtencdo de Ratos com Testiculos Enriquecidos em Células de Sertoli "SCE"’

Vinte ratas Wistar de 60 dias de idade eram separadas quatro a quatro em gaiolas
préximas a uma com dez ratos de 90 dias de idade durante uma semana. Ap6s este tempo 1til
na sincronizagdo do ciclo sexual foi realizado o acasalamento, colocando-se dois machos em
cada gaiola com quatro fémeas durante trés dias. A partir dai efetuou-se o controle da
gestagao, sendo considerado o seu inicio o segundo dia de acasalamento, mais ou menos um
dia.

Para a obtengao de testiculos enriquecidos em células de Sertoli "SCE", procedeu-se a
irradiacdo dos fetos "in iitero”. As ratas mdes, entre 0 19° e o 21° dia de gestagdo, foram
irradiadas com 100 rads de uma fonte de ®®Co por 3 minutos (Perez-Sanches e Wassermann,
1981). Esta irradiag@o provoca a degeneragéo dos gondcitos e ndo afeta as células de Sertoli
e as de Leydig (Means et al. , 1976). Através deste processo, obtinha-se ratos com testiculos

enriquecidos em células de Sertoli "SCE", pois sdo desprovidas das células germinativas.

I1.2.3. Controle Histolégico dos Procedimentos de Irradiacio

Para determinar a efetividade da irradiacdo tomaram-se testiculos ao acaso de ratos de
vérias idades que foram fixados por imersdo em liquido de Bouin. As gdnadas foram lavadas
vérias vezes com 4lcool 70%, desidratadas em solugdes crescentes de dlcool (96 a 99%) e
clareadas em cloroférmio. A obten¢do de um bloco de parafina contendo a gbnada procedeu-

se pelos subsequentes banhos de parafina 58 - 60 °C (Merck) por 30 minutos. Efetuaram-se,
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entdo, cortes transversais seriados de 10 pm em micrétomo tipo Minot (Leitz). Apds a
montagem dos cortes em laminas, estas foram secadas em estufas a 37 °C durante 24 horas
(Romeis, 1928). Este material, foi entdo utilizado para a realizagdo das técnicas de
Hematoxilina-eosina (HE) e 4cido periddico - Schiff (PAS) (Romeis, 1928; Pearse, 1968).
FiguraII.1.A,B.

11.2.4. A) METODOS UTILIZADOS PARA OS EXPERIMENTOS REALIZADOS EM
CULTURAS DE CELULAS DE SERTOLI
I1.2.4.1. Isolamento de Tibulos Seminiferos "SCE'' e Obtengio de Células de Sertoli

As células de Sertoli foram isoladas de testiculos de ratos imaturos "SCE" , de acordo
com o método descrito por Dorrigton e Fritz, 1975. com algumas pequenas modificagdes
(Tung et al., 1984). Figura I1.2.

Os animais foram mortos com éter, lavados com sabdo liquido e banhados em alcool
iodado. Os testiculos foram retirados em condigdes estéreis (capela de fluxo laminar),
dissecados da ttinica albuginea e fragmentados com bisturi. A dissociagdo enzimdtica, dos
fragmentos testiculares, com tripsina e colagenase eram acompanhadas de agita¢do e, durante
as trocas de solugdes entre um procedimento e outro eram aspiradas com pipetas Pasteur para
ajudar a liberac@o das células. Ao final desse tratamento enzimético, a preparagdo de células
resultante foi lavada trés vezes com BSS, usando-se uma pipeta Pasteur para ressuspender e
dispersar os agregados. Apés, as células foram suspensas em um volume conhecido de meio
de cultura.

Uma aliquota de suspens@o celular foi retirada para a determinagdo quantitativa por
contagem em hemocitometro com azul de tripan, processo pelo qual pode-se estimar a
quantidade e a viabilidade celular para a cultura.

Sendo as culturas de células de Sertoli primdria, os experimentos eram realizados em
cultura de células isoladas obtidas de uma ou mais ninhadas de ratos Wistar de 15 dias de

idade.
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Figura II.1.) Determinacio da Efetividade da Irradiacido com %0Co "in iitero"'.
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Ambas preparacdes histolégicas foram feitas em testiculos de ratos apds atingir a maturidade
sexual.
Figura II.1.A) Testiculos de ratos normais( 200 x)
_~ Mostra o epitélio germinativo
Figura II.1.B) Testiculos de ratos irradiados ( 200 x)

A Mostra os nicleos das células de Sertoli

Barra de calibragdo: 10 pum

Esta caracteristica pode explicar a variabilidade encontrada nos resultados obtidos nos
controles. Essa variabilidade, no entanto, ndo interfere na reprodutibilidade das diferencas

experimentais detectadas.

I1.2.4.2. Cultura Primdria de Células de Sertoli

As células eram sempre semeadas em substrato plastico. Foram usadas as seguintes
densidades celulares: 1 x 106 (para alguns procedimentos histolégicos, ver legendas das
figuras) e 3,5 x 106 células por placa, conforme explicado em cada experimento, e cultivadas
por 24 h em meio 199 com 1% de soro fetal bovino (SFB). Apés, as culturas foram lavadas
com BSS e cultivadas por mais 48 h em meio sem soro. As culturas foram sempre mantidas a
34° C em atmosfera Gmida e controle de CO,. Os tratamentos com FSH, LH, retinol,
propionato de testosterona, glicose, bloqueadores de canais de cdlcio, bloqueadores da sintese

protéica e o transporte de aminoacidos somente foram iniciados ap4s as primeiras 72 h em

cultura.

I1.2.4.3. Determinacao da Pureza das Culturas de Células de Sertoli

Em culturas provenientes de testiculos enriquecidos em células de Sertoli, obtém-se
preparacdes sem células da série espermatogénica (Beaumont, 1960). O isolamento destas
células por digestdo com tripsina e colagenase, produz agregados celulares com menos de 0,5

% de células peritubulares (Toebosch et al. , 1989).
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11.2.4.4. Determinacao do Contetdo lipidico nas Culturas

A presenca de gotas lipidicas nas células em cultura foi determinada pela coloracdo

histoquimica pela técnica de Sudan Negro (Lison, 1960; Pearse, 1968).

Tabela IL 7. Coloragdo histoquimica - FIXACAO

Meio de incubag@o

Paraformaldeido 4 %
"A" Tampdo fosfato monobdsico 02M pH74
"B" Tampio fosfato dibdsico 02 M pH74
"C" Tampdo "A" 19,0 ml
Tampzo "B" 81,0 ml

Partes iguais dos tampdes e paraformaldeido 4 % ( 0,1 M tampdo fosfato e

paraformaldeido 2 % - Tampao "C"). Figura II.3.

Tabela II. 8. Revelagdo

Incubar com tamp@o "C" por 1 hora

Hidratar as células com tamp3o fosfato 0,2 M
Lavar com élcool 70 %

Colocar Sudan Negro (0,3 %) de 1 a2 minutos

Colocar no 4lcool 50 % por 1 minuto

Colocar uma gota de glicerina e a laminula
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TESTICULOS "SCE"
(ratos Wistar de 15 dias de idade)
Limpeza, disseca¢do da tinica albuginea e fragmentacio
As gbnadas foram tratadas com

TRIPSINA 0,25 % EM CMF - BSS

pH 7,8 incubada por 30 minutos a 34 °C e o tecido foi

CENTRIFUGADO
por 5 minutos 700 x g

As células intersticiais Os tibulos seminiferos
no sobrenadante foram no precipitado foram
tratrados com

Desprezadas

INIBIDOR DE TRIPSINA
[1,5 mg/ml ]

Centrifugados por 5min. a700x g e a preparacdo celular foi tratada com

COLAGENASE tipoIem BSS
[ 1 mg/ml ], pH 7,4 , incubada por 1 hora a 34 °C
Trés lavagens com BSS

CENTRIFUGADAS
por 5 minutos, 200 x g \
As células de Sertoli do
PRECIPITADO “SCE”
foram

Ressuspendidas em Meio199

Células peritubulares no sobrenadante

sdo desprezadas
Contagem da viabilidade celular e

Semeadura das células de Sertoli em placas de cultura

Figura I1.2. Representac¢ido Esquemadtica do Processo de Obtencdo de Células de Sertoli
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Figura I1.3. Determinac¢ao do Contetado Lipidico pelo Método do Sudan Negro.
(1 x 109 células/ placa de 35 mm) (400 x). Barra de calibragdo: S um
A= Célula de Sertoli

= Gotas Lipidicas
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I1.2.4.5. Determinacdo Quantitativa das Células em Cultura pelo Método da

Hematoxilina-Eosina. Figura I11.4.

Figura I1.4. Determinag¢do Quantitativa das Células em Cultura pelo Método da
Hematoxilina-Eosina
Cultura primdria de células de Sertoli provenientes de testiculos "SCE".

(1 x 106 células/ placa de 35 mm) ( 160 x)
Barra de calibrag¢do: 10 um

68



2 et

200G R
; ()
X oo
,_...,a.mww AR

.

72 h em cultura. O FSH diluido em

Cultivadas por 72h

7

I1.2.4.6. Monocamada de Células de Sertoli "SCE' ap6s 72 h em Cultura.

Figura I1.5.

oy

Y

i HSCEII

Monocamada de Células de Sertol

Figura I1.5

<
a4
=
=
ik
=
O
=
IS
el
2
S E
..
@)
m,awm
5 B
ERR
s 3
)
m O
~  w
>
<
g B
@  ©
e H
s &
E =
z <
=
<
e
=
i
o

[1.2.5.1. Células de Sertoli Tratadas com FSH

sempre apds

lulas era iniciado

,

as ce

O tratamento d

meio 199 era adicionado nas culturas por diferentes tempos de pré-incubag@o (15 minutos até

69



12 horas). Nos experimentos em tempos longos (1 h até 12 h), o meio era substituido de duas
em duas horas por um meio fresco contendo o hormdnio na concentracdo desejada. As células
eram mantidas nas mesmas condi¢des com controle de CO, e temperatura durante todo o
perfodo de pré-incubagdo com hormdnio. As doses e os tempos de tratamento estdo descritos
na legenda de cada experimento.

Para a medida do transporte de aminoécidos ( 4cido a-metilaminoisobutirico [1-14C] )
e da sintese protéica ( leucina [U-14C] ) era feita uma solugdo fresca com ou sem horménio
em salina tamponada (BSS), a 34 °C e a respectiva substincia marcada ( 0,1 ou 0,2 puCi/ml ).
As células eram entdo incubadas com agitagdo em 1 ml de solugdo conforme o periodo e a

dose do hormdnio especificado em cada experimento.

I1.2.5.2. Células de Sertoli Tratadas com LH

O LH - NIH, previamente pesado e diluido em BSS foi adicionado nas culturas "SCE"
durante o periodo de incubagdo com o aminodcido a-MeAIB-14C por 15 min. Nos diferentes
grupos experimentais foram utilizadas as doses de 0,1; 0,2; 0,5 ¢ 1,0 mU/ml, conforme

descrito na legenda dos graficos no capitulo dos resultados.

I1.2.5. 3. Células de Sertoli Tratadas com Retinol

Apbs 72 h das células de Sertoli em cultura, uma soluc@o de retinol diluido em etanol
era adicionada ao meio 199 por diferentes perfodos de tratamento (15 minutos até 12 horas).
A concentragdo final do solvente no meio de cultura era sempre menor que 0,1 % . As células
eram mantidas na estufa de CO, até o momento da incubagdo. As doses € os tempos de
tratamento estdo descritos em cada experimento.

Para a medida do transporte de aminoécidos (4cido o-metilaminoisobutirico [1-14C] )
e da sintese protéica (leucina [U-14C)) era feita uma solugio de 1 ml de BSS contendo ou nio

retinol na concentragio desejada e o respectivo aminodcido marcado ( 0,1 ou 0,2 uCi/ml ). A
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incubagdo foi realizada a 34 °C com agitagdo de acordo com o tempo especificado em cada
experimento.
I1.2.5.4. Células de Sertoli Tratadas com FSH e Retinol

Para os experimentos realizados com FSH e retinol era feita uma solu¢ido de FSH, em
meio 199, na concentragdo desejada e acrescentava-se o retinol previamente dissolvido em
etanol até atingir a concentra¢do necesséiria. Os procedimentos de pré-incubacdo e incubagdo
eram semelhantes aos descritos em I11.2.5.1. e 11.2.5.3. Todo o manuseio feito com retinol,
desde a pesagem, preparo de solugdes, sua adicdo aos meios de cultura, etc, era feito sem
incidéncia direta de luz.

Para os tratamentos descritos no item I1.2.5, apés o término da incubagZo a solugdo
radioativa era aspiradae o sistema de transporte era bloqueado pela adi¢do de 1 ml
de solugdo salina saturada com o-metilaminoisobutirico (20 mM), misturada rapidamente e
desprezada esta solug@o. Era adicionado 1 ml de 4gua destilada e as células eram congeladas
a 20 °C negativos para determinacdo da capta¢do de aminoécidos (Cruz Curte e Wassermann,
1985), extracdo e posterior dosagem de proteinas pelo método de Lowry et al., 1951.

Para os experimentos de sintese protéica, a incorporagio de leucina [U-14C] em proteinas
apds o periodo de incubagao, era bloqueada pela adigdo de TCA 10% gelado direto na placa .
As células eram congeladas a 20°C negativos para medida da radioatividade (Borland et al.,
1984). Culturas paralelas (Duclos et al., 1993) eram feitas para a extragdo de proteinas com

NaOH ( IN) e posterior dosagem de proteinas pelo método de Lowry et al., 1951.

I1.2.5.5. Células de Sertoli Tratadas com Propionato de Testosterona
O propionato de testosterona diluido em etanol foi utilizado no tratamento cronico e
agudo de culturas de células de Sertoli. Para o tratamento cronico, as células foram pré-

incubadas por 3 h com BSS contendo 2 pM de testosterona.
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No periodo de incubagio, uma solugdo fresca de BSS, testosterona (2 uM) e o
aminodcido a-MeAIB-14C foi utilizada durante 15 min. em um banho com agitagio a 34 °C.
O efeito agudo da testosterona no transporte de aminodcidos neutros foi observado

através da incubacdo das culturas com testosterona 2 UM por 15 min. na presenca do O-

MeAIB-14C.

I1.2.6. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
I1.2.6.1. Coleta e Rompimento das Células

Ap6s congeladas a 20 °C negativos por 24 h, as células foram coletadas por raspagem
das culturas do substrato plastico, utilizando-se um bastio de borracha (Cell Scraper - Costar).
Nesse procedimento, as células eram aspiradas com pipetas Pasteur siliconizadas e
transferidas para tubos de ensaio. As placas eram lavadas duas vezes com 0,5 ml de dgua
destilada e posteriormente todo o homogenizado era sonicado (30 segundos, 40 mA) e

centrifugado (10 minutos, 800 x g) para a dosagem da captagio de amino4cidos.

I1.2.6. 2. Determinacao da Radioatividade

Uma aliquota de 25 pl do sobrenadante celular foi utilizada para a dosagem da
captacdo de aminoécidos ( Cruz Curte e Wassermann,. 1985 ). Do restante do homogenizado
celular foi realizada a extragdo de proteinas e 200 pl de amostra foi utilizado para a
determinacdo da concentracdo de proteinas pelo método de Lowry et al, 1951, usando
albumina de soro bovino como padrio.

Para a determinag@o quantitativa da incorporagdo de leucina [U-14C] em proteinas, o
precipitado celular foi filtrado em membranas de fibra de vidro (Sigma ) e lavados com dgua
destilada e etanol. Os filtros foram secados em estufa a 37 °C por 24 horas e posteriormente

colocados em liquido de cintilagdo para a medida da radioatividade (Borland et al., 1984).

I1.2.6.3. Expressao dos Resultados e Andlise Estatistica
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Para os experimentos realizados em culturas de células de Sertoli os resultados foram
expressados em cpm/mg de proteinas. As comparagdes entre os diversos grupos experimentais
foram realizadas por andlise de varidncia de uma via, seguida do teste de comparagoes
multiplas de Duncan's (Sokal e Rohlf, 1969). As comparac¢des entre dois grupos experimentais
foram realizadas pelo teste t de Student, conforme o modelo experimental proposto. As
diferengas encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para um "p" igual

ou menor do que 0,05 (Snedecor e Cochran, 1973).

I1.2.7. B) METODOS UTILIZADOS PARA OS EXPERIMENTOS EM TESTICULOS
ENRIQUECIDOS EM CELULAS DE SERTOLI (""'SCE")

I1.2.7.1. Obtencao dos Testiculos "SCE"

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os testiculos removidos por
incisdo abdominal e dissecados do epididimo. A seguir, efetuou-se a determinagio do peso
gonadal em uma balanga eletrdnica Micronal B-160 e, logo apds, retirou-se a tdnica
albuginea e as glandulas foram entdo incluidas no meio de incubagdo. Durante o tempo de
obten¢do dos testiculos, estes foram mantidos em papel de filtro embebido em KRb e

acondicionados em placas de Petri mantidas sobre o gelo até o momento da incubagéo.

I1.2.7.2.Incubacao dos Testiculos

De cada animal, um testiculo foi tomado como tratado (alternadamente direito e
esquerdo) e o contralateral como controle. Os testiculo foram colocados, individualmente, em
tubos plasticos numerados, contendo 1 ml de KRb ou KRb hipossédico (conforme
experimento), em auséncia (controle) ou presenca de retinol ( 20 uM) e/ou niquel (100 pM),
e/ou ouabaina (100 uM) e/ou cobalto (1,2 mM), e/ou testosterona (4 uM), e/ou glicose (14
mM) nos grupos tratados. Os distintos modelos experimentais utilizados encontram-se

detalhadamente descritos no capitulo dos resultados e nas figuras respectivas. A seguir 0s
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testiculos foram pré-incubados em um agitador metabdlico a 34 °C, numa atmosfera de
carbogénio (O, , CO, , 95: 5 v/v), durante um perfodo de 30 ou 60 minutos.

Imediatamente apds a pré-incubagio, os testiculos foram trocados para um meio, igual
ao da pré-incubagdo, acrescentando-se o retinol ( 20 uM) e 0,1 ou 0,2 uCv/ml do o-
metilaminoisobutirico [ 1-14C]. Apds esta etapa, os frascos foram colocados novamente no
agitador metabdlico a 34 °C e atmosfera de carbogénio, iniciava-se o periodo de incubagao até
60 minutos. Figura I1.6. (mesmo procedimento também era usado para a obtengdo de

testiculos de ratos adultos).

I1.2.7.3. Grupos Experimentais
Cada experimento foi realizado com o grupo controle € um ou trés grupos tratados.
Cada grupo era composto por 5 gdnadas (ver figuras ).
I1.2.7.3.1. Efeito da pré-incubagdo na ag@o do retinol na captagio de a-MeAIB-14C
I1.2.7.3.2. Influéncia da inibigdo do sistema "A" no transporte de a-MeAIB-14C
I1.2.7.3.3. Influéncia dos bloqueadores de canais de Ca*+ no efeito estimulatério do
retinol na captagdo de a-MeAIB-14C
I1.2.7.3.4. Efeito do tratamento cronico com testosterona em testiculos "SCE" de ratos
imaturos
I1.2.7.3.5. Efeito da glicose em testiculos "SCE" de ratos de 35 dias de idade
I1.2.7.3.6. A¢do do retinol na captagio de o-MeAIB-14C em testiculos de ratos durante

a maturagdo sexual

I1.2.7.4. Medida da Radioatividade e Expressio dos Resultados

Imediatamente apGs a incubagdo, as glandulas foram removidas do meio de incubagdo
e a radioatividade remanescente a superficie foi retirada com papel de filtro umedecido em
KRb. A seguir, os testiculos foram colocados em frascos com tampa hermética contendo 1 ml

de dgua destilada, alternadamente congelados a 20 °C negativos e fervidos durante 3 minutos.
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Essas varia¢Oes de temperatura tiveram por objetivo romper as membranas celulares e obter
um equilibrio entre o liquido intracelular e a 4gua adicionada. Deste meio foram extraidas
aliquotas de 25 pl que representam o meio intracelular. Igualmente, do liquido de incubagio
foram extraidas aliquotas de 25 [l que representam o meio extracelular. Essas aliquotas foram
adicionadas a frascos contendo 3 ml do liquido de cintilacdo Aquasol. A radioatividade das
aliquotas foi avaliada num espectrometro de cintilagdo liquida LKB (Rack-Beta) com
eficiéncia de 85 a 90%.

Os resultados foram expressos pela razdo da radioatividade no tecido € no meio de
incubagdo, avaliada pelo nimero de contas por minuto (cpm), por ml do liquido tissular/
nimero de contas por minuto por ml do liquido de incubagdo (T/M).

T/M =cpm x ml do liquido tissular / cpm x ml do liquido de incubag@o

I1.2.7.5.Andlise Estatistica

Os resultados experimentais foram comparados estatisticamente pela andlise de
varidncia de uma e duas vias seguida do teste de comparagdes muiltiplas de Duncan's (Sokal e
Rohlf, 1969). Quando apropriado foi utilizado o test t de Student. As diferencas encontradas

foram consideradas estatisticamente significativas para um "p" igual ou menor do que 0,05

(Snedecor e Cochran, 1973).
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TESTICULOS "SCE"
(ratos Wistar de 15, 30 ou 35 dias de idade)

Extragdo dos testiculos por incisdo abdominal

Limpeza e pesagem das gonada
{

Disseca¢@o da tinica albuginea

Pré-incubagio dos testiculos
(por 30 ou 60 min. em KRb normal ou hipossédico conforme descrito em cada experimento)

Incubacgao com o-MeAIB-“C ( 0,1 ou 0,2 pCi/ml)
(por 60 min.)

Final da incubacio

Gonadas retiradas do meio de incubagdo

Meio de
incubacgdo
Colocadas em 1 ml de dgua destilada (Meio externo)
(Meio interno)
Congeladas ( - 20 °C) Extragdo da aliquota para
Fervidaslpor 3 min. contagem da radioatividade

Centrifugadas

Extracdo da aliquota para
contagem da radioatividade

Figura I1.6. Representaciao Esquematica do Processo de Obtencao e Incubacio dos
Testiculos ""SCE"'
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III. RESULTADOS

Para a realizagdo deste trabalho foram realizadas incubagdes “in vitro” de
testiculos enriquecidos em células de Sertoli ("SCE") e culturas de células de Sertoli
provenientes de testiculos “SCE". Os diferentes tipos de preparagdes bioldgicas foram

obtidas como descrito em materiais € métodos.

IIL1. EXPERIMENTOS COM FSH EM CULTURAS "SCE"

Tendo como base os experimentos descritos para o FSH no transporte de
aminodcidos em testiculos de ratos de diferentes idades através de sistemas de ensaio
"in vivo" e "in vitro", f€z-se necessirio o estudo do FSH de diferentes espécies e
origens, bem como, a regulacdo do transporte de aminoicidos neutros com tratamento
hormonal extremamente longo o que, anteriormente estava impossibilitada dada a

metodologia até entdo, por nds, utilizada.

IIL1.1. EFEITO DA DOSE DE FSH DE HIPOFISE DE OVINOS (Sigma) NO
TRANSPORTE DE a-MeAIB-14C EM CULTURAS DE CELULAS DE
SERTOLI
Células de Sertoli provenientes de testiculos "SCE" de ratos de 15 dias de idade,

foram cultivadas por 24 h em meio 199 com 1% de soro fetal bovino (SFB) e, por mais

48 h em meio 199 sem soro. Estas preparagdes foram mantidas sempre em atmosfera

timida com 5% de CO, a 34° C (como descrito detalhadamente em materiais e métodos).
Apbs a obtengdo da monocamada celular, as placas eram divididas em grupos

conforme o experimento. As células eram primeiramente lavadas com solugdo salina
tamponada (BSS) e pré tratadas com ou sem hormdnio e posteriormente incubadas com

o aminoécido marcado.

Os resultados mostrados na figura III.1.1. foram realizados conforme o esquema:

1°) Grupos controles - Células de Sertoli incubadas com BSS e a-MeAIB-14C (0,2 p

Ci/ml); 2°) Grupos tratados - Estes grupos foram incubados com FSH de hipéfise de
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ovinos (Sigma), nas concentragdes de 0,025; 0,05; 0,1; 0,2 e 2,0 mU/ml],
respectivamente, com o aminoéacido a-MeAIB-14C.

Nesta figura observa-se que o FSH estimulou o transporte de aminoécidos em
culturas de células de Sertoli. Este efeito foi evidente em qualquer das doses testadas,

mostrando-se 6timo quando foi incubado na concentragdo de 2,0 mU/ml.

FSH- Sigma

cpm/mg prot X 103
@)
o
=1
S
(0]

Controle 0,025 0,05 0,1 0,2

Doses de FSH (mU/ml)

Figura III1.1. Efeito da Dose de FSH de Ovinos (Sigma) no Transporte de

o-MeAIB-14C em Culturas de Células de Sertoli

I =15 min.
* Significativo em relagdo ao basal, p < 0,05.

Os valores representam as médias = E.P.M. de 4 culturas de uma mesma preparagao

celular.
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I11.1.2. EFEITO DA CONCENTRACAO DE FSH DE HIPOFISE DE SUINOS
(NIH) NO TRANSPORTE DE o-MeAIB-14C EM CULTURAS DE
CELULAS DE SERTOLI
O presente experimento teve como objetivo avaliar o efeito da administragcao de

FSH de diferente origen, ou seja, National Institute of Health (NIH) e espécie (suinos)

sobre o transporte de aminoédcidos neutros.

Como demonstrada graficamente na figura III.1.2. houve diferencga
estatisticamente significativa dos grupos tratados com FSH em relacdo ao grupo
controle. Nestas condi¢des experimentais, semelhantes as condi¢des utilizadas para os
resultados obtidos e mostrados na figura III.1.1., a dose 6tima do hormdnio na

manisfestagdo do estimulo na captagdo de a-MeAIB-14C foi de 0,1 mU/ml.
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Figura IIL.1.2. Efeito da Dose de FSH de Suinos (NIH) no Transporte de
0-MeAIB-14C em Culturas de Células de Sertoli

I=15 min.

* Significativo em relagdo ao grupo controle, p < 0,05.

Os valores representam as médias = E.P.M. de 4 culturas de uma mesma preparagio

celular.
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I11.1.3. CURVA DOSE RESPOSTA DO FSH DE HIPOFISE DE OVINOS (NIH)

NO TRANSPORTE DE AMINOACIDOS NEUTROS

Estudos prévios demonstraram que o FSH aumenta o transporte de aminodacidos
em culturas de células de Sertoli. Entretanto, alguns aspectos em relagdo a origem e
espécie do hormdnio parece influenciar na poténcia desse estimulo.

Este experimento teve como objetivo avaliar o efeito do FSH extraido de
hipéfise de ovinos pelo NIH. Para tal, foram utilizados trés grupos experimentais
constituidos de culturas provenientes de uma mesma preparagio celular.

O FSH de hipéfise de ovinos (0,1 ou 0,2 mU/ml), quando administrado nestas
células por 15 min. em presenga do a-MeAIB-!4C, estimulou a captagio deste  Os

resultados sdo apresentados na figura IT1.1.3.
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Figura I11.1.3. Efeito do FSH de Hipéfise de Ovinos (NIH) no Transporte de
Aminoacidos Neutros

I=15 min.

* Significativo em relag@o ao controle, p < 0,05

Os valores representam as médias + E.P.M. de 4 culturas de uma mesma preparagao

celular.
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111.1.4. EFEITO COMPARATIVO DE DIFERENTES ORIGENS E ESPECIES

DE FSH NO TRANSPORTE DE AMINOACIDOS

A fim de confirmar os resultados obtidos com o uso de FSH de diferentes
origens e espécies nas distintas preparagdes celulares, o presente experimento avaliou o
efeito da administragdo de FSH numa unica dose (0,1 mU/ml), para ser testada em
células de uma mesma preparacdo celular. O presente experimento teve como objetivo
avaliar, em tempo imediato de exposi¢do do hormdnio, a poténcia relativa de cada
amostra de FSH.

Para tal, foram utilizadas monocamadas de culturas de células de Sertoli
provenientes de testiculos de ratos imaturos. As células foram incubadas em BSS
contendo 0,2 pCi/ml do aminodcido modelo a-MeAIB-14C por 15 min. Os horménios
foram pesados e diluidos em BSS imediatamente antes da incubagfo. Em todos os
grupos tratados a concentragdo de FSH utilizada foi 0,1 mU/ml. O experimento foi
dividido em cinco grupos e submetidos ao seguinte ensaio:1°) Grupo controle - Células
incubadas com BSS; 2°) Grupo FSHp-NIH - As células foram incubadas com o
horménio FSH de hipéfise de suinos do NIH.; 3°) Grupo FSHr-NIH - As células foram
incubadas com o horménio FSH de hipéfise de rato do NIH; 4°) Grupo FSHo-Sigma -
As preparacdes celulares foram incubadas com FSH extraido de hipdfise de ovinos pela
Sigma Chemical Company (Sigma); 5°) Grupo FSHo-NIH - As células foram incubadas
com o hormdnio extraido de hipéfise de ovinos pelo NIH.

Os resultados demonstrados na figura III.1.4 corroboram os dados de estudos
anteriores, onde a administragdo de FSH em sistemas de ensaios semelhantes, estimula a
captacdo de aminodcido neutros. Entretanto, observa-se que ndo s as diferentes
espécies animais de onde foram extraidas as amostras de FSH, mas também, o grau de
pureza obtido pelos laboratdrios citados, influenciam diretamente na poténcia relativa de
estimulo no transporte de aminoécidos. E de chamar atengdo, no entanto, que o efeito
observado neste sistema, foi consequéncia de um breve periodo de exposi¢do do

hormonio a sua célula alvo.
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Observou-se paralelamente, diferenca estatisticamente significativa de estimulo
nas amostras testadas. O efeito mais nitido observado, entre as doses utilizadas, foi com

a preparagdo que continha FSH de hipéfise de suinos do NIH.

50
*

=, W > Controle
e FSH-NIH Suinos
S
o | FSH-NIH Ratos
g 20- :
S FSH-NIH Ovinos

101 ?

P FSH-Sigma Ovinos
0

FSH 0,1mU/ml

Figura II1.1.4. Efeito do FSH de Diferentes Origens e Espécies no Transporte de
0-MeAIB-14 em Culturas de Células de Sertoli

I=15 min.

* Significativo em relag@o ao grupo controle, p < 0,05.

U Significativo em relagio ao grupo tratado com FSH-NIH suinos e de ratos, p < 0,01.

« Significativo em relagdo ao grupo tratado com FSH-NIH suinos, p < 0,01.

Os valores representam as médias = E.P.M. de 5 culturas de uma mesma preparagao

celular.

82



I11.1.5. EFEITO COMPARATIVO DO FSH E LH NO TRANSPORTE DE

AMINOACIDOS EM CULTURAS DE CELULAS DE SERTOLI

As preparagdes de gonadotrofinas que tem sido usadas para estudar os diferentes
aspectos da fungdo testicular sio de pureza limitada. Ainda ndo € claro se ambas
gonadotrofinas (FSH e LH) sdo essenciais para o desenvolvimento de todas as fungées
testiculares, mas, as evidéncias experimentais demonstram que estas gonadotrofinas sdo
necessdrias para o crescimento e diferenciagdo das células de Sertoli (Ultee-van Gessel
et al.,, 1987). A interpretacdo destas descobertas, no entanto, é dificultada devido a
contaminacio de preparagdes de FSH com LH.

O objetivo do presente experimento foi investigar o efeito, no transporte de
aminodcidos, de preparacdes de FSH e de LH altamente purificados em culturas de
células de Sertoli. As solugdes contendo os hormonios foram preparadas no momento
do experimento, em salina BSS e a cada grupo era acrescentado 0,2 uCi/ml de o-
MeAIB-14C e o tratamento das células foi por 15 min. a 34° C em um incubador
metabdlico com agitagio.

A figura III.1.5 mostra o efeito no transporte de aminoacidos obtido com o
tratamento de ambas gonadotrofinas. O FSH de ovinos (Sigma) e de suinos (NIH) foi
solubilizado em BSS para obter a concentragio de 0,1 mU/ml. O LH de hipéfise de
equinos (NIH) foi pesado e solubilizado em BSS perfazendo uma solugéo estoque da
qual era sucessivamente diluida para obter as concentragdes de 0,1; 0,2; 0,5 ¢ 1,0
mU/ml. O experimento consistia dos seguintes grupos: 1°) Controle - BSS; 2°) Grupo
FSH ovinos (Sigma); 3°) Grupo FSH de suinos (NIH); 4°) Grupo LH de equinos (NIH)
0,1 mU/ml; 5°) LH de equinos (NIH) 0,2 m U/ml; 6°) LH de equinos (NIH) 0,5 mU/ml e
7°) LH de equinos (NIH) 1,0 mU/ml.

O tratamento com FSH de ovinos e de suinos (0,1 mU/ml) por 15 min. produziu
um aumento na captagio de o-MeAIB-14C estatisticamente significativo (p < 0,01) em
relag@o a captagdo basal. Este experimento foi, como no experimento anterior (III.1.4),

mais nitido com FSH de suinos.
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Nenhum efeito estimulatério no transporte de aminodcidos, estatisticamente

significativo, foi observado com os grupos tratados com 0,1; 0,2; 0,5 ou 1,0 mU/ml) de

LH de hipéfise de equinos.
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Figura III.1.5. Efeito Comparativo do FSH e do LH no Transporte de
0-MeAIB-14C em Culturas de Células de Sertoli

I=15 min.

* Significativo em relagdo ao controle, p < 0,01.

** Significativo em relagdo ao grupo controle, p < 0,05.

Os valores representam as médias + E.P.M. de 3 culturas de uma mesma preparagio

celular.

I11.1.6. EFEITO DE UM LONGO PERIODO DE PRE TRATAMENTO COM
FSH NO TRANSPORTE DE AMINOA CIDOS NEUTROS
Nos experimentos relacionados com a a¢do do hormdnio FSH sobre o transporte
de aminodcidos neutros, previamente apresentados nesse trabalho, demonstraram
claramente que o FSH estimulou a capta¢do de aminoacidos neutros em culturas "SCE”
provenientes de testiculos de ratos imaturos, através de um processo rdpido observado

durante os 15 min. de incubagdo com o hormdnio. Na presente série de experimentos
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analizou-se o efeito da pré-incubagdo com FSH de suinos (0,1 mU/ml), no transporte de
aminodcidos em culturas de Sertoli. Figura III.1.6.

Os periodos de pré-incubagdo tiveram duragdo de 15 min. até 12 horas. Nos
tempos prolongados (mais de uma hora), os meios de cultura eram trocados de 2 em 2
horas, renovando o FSH na concentragdo de 0,1 mU/ml. Desta maneira tencionava-se
imitar a secrec¢do pulsatil de FSH pela hipéfise de rato. A captagdo de aminoacidos foi
analizada, como nos casos anteriores, durante 15 min. com 0,2 uCi/ml de o-MeAIB-14C
em BSS sem a presenca do FSH.

Os resultados mostrados na figura III.1.6. revelam que a taxa de captacdo de
aminodcidos nos grupos tratados com FSH, ndo demonstraram diferengas
estatisticamente significativas em relagdo aos grupos controles durante qualquer dos
periodos de experimentagdo. A captacdo de aminoacidos nos grupos pré-incubados com
FSH, mostrou um comportamento linear semelhante a capta¢do basal.

Estes resultados sugerem que o estimulo do transporte de aminoéacidos produzido
pelo FSH realiza-se através de um efeito imediato e monofésico ligado diretamente a

um efeito na membrana, ou seja, a pré-incubagio prolongada com FSH nao influencia

no transporte de aminoécidos.
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Figura II1.1.6. Influéncia do Tempo de Pré-Incuba¢io com FSH de Suinos - NIH

no Transporte de a-MeAIB-14C em Culturas de Células de Sertoli
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I =15 min.
Os valores representam as médias + E.P.M. de 4 culturas de uma mesma preparagdo

celular.

I11.1.7. EFEITO DO FSH SOBRE A INCORPORACAO DE LEUCINA - [14C]

EM PROTEINAS DE CULTURAS DE CELULAS DE SERTOLI

Além do transporte de aminoicidos neutros, o FSH influencia a sintese de
proteinas e glicoproteinas testiculares. Entretanto, estes dois efeitos do FSH (transporte
de aminodcidos e sintese protéica) em testiculos de ratos imaturos, sdo regulados por
diferentes fatores. Baseados nesses resultados o objetivo do presente experimento foi
analisar o efeito do FSH na sintese protéica em culturas de células de Sertoli com um
pré-tratamento longo (até 12 h) com FSH de suinos (NIH) 0,1 mU/ml.

Este experimento foi realizado semelhante ao modelo utilizado no item IIL.1.6.,
isto €, foi realizado um pré-tratamento de 15 min. até 12 h com FSH (suinos - NIH; 0,1
mU/ml), trocando-se os meios de 2 em 2 horas por um meio com hormdnio fresco. Apés
a pré-incubagio as amostras foram incubadas por 15 min. com 0,2 puCi/ml de leucina -
14C e a incorporag@o deste aminodcido a proteinas foi determinada.

Os resultados graficamente expressados na figura II.1.7. demonstram um
aumento na taxa de sintese de proteinas testiculares estimulada por FSH como
determinado pela incorporagdo de leucina - '4C em proteinas. O aumento
estatisticamente significativo da sintese protéica produzida por este hormdnio € atingido
em trés horas de pré-incuba¢@o com FSH (0,1 mU/ml) e é mantido no minimo até 12 h.
E demonstrado neste experimento que a pré-incubacio com FSH produziu um estimulo
na sintese protéica e que este estimulo é observado mesmo sem a presenca de FSH na

incubag@o ( ao contrdrio do que ocorreu com o hormdnio no transporte de aminoacidos).
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Figura II1.1.7. Efeito do FSH de Suinos - NIH sobre a Incorporacao de
Leucina -14C em Proteinas de Culturas de Células de Sertoli

I=15 min.

* Significativo em relagdo ao grupo controle, p < 0,05.

Os valores representam as médias + E.P.M. de 4 culturas de uma mesma preparagdo

celular.

II.2. ANALISE DO EFEITO DO RETINOL NO TRANSPORTE DE

AMINOACIDOS NEUTROS

O retinol estimula vérios aspectos funcionais nas células de Sertoli, entre eles, a
manutengdo da espermatogénese e a sintese de proteinas testiculares como o ABP e a
transferrina. Embora estes efeitos descritos para o retinol sejam assuntos de grande
importincia na bioquimica e fisiologia testicular, a elucidacdo de seu mecanismo de
acdo tem sido um constante desafio.

Tendo como base as agdes descritas para o retinol em diversos tipos celulares,
inclusive em células de Sertoli, estudou-se o efeito do retinol na regulagio do transporte

de aminodacidos neutros.

I11.2.1. INFLUENCIA DA PRE-INCUBACAO NA ACAO DO RETINOL NA
CAPTACAO DE AMINOACIDOS NEUTROS EM TESTICULOS ""SCE"
Testiculos "SCE" de ratos imaturos foram pré-incubados durante 30 min. em

Krebs Ringer-bicarbonato (KRb) na presenga ou ndo de retinol (20 uM). Logo apos, os
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testiculos foram incubados por 60 min. em KRb fresco com retinol e a-MeAIB-14C (0,1
pCi/ ml). Com o objetivo de avaliar a provével influéncia da pré-incubagdo na agdo do
retinol sobre o transporte de aminoécidos, foram estudados trés grupos: 1°) Controle -
testiculos "SCE" em KRb; 2°) Sem retinol na pré-incubagao - testiculos "SCE" em KRb;
3°) Com retinol na pré-incubagio - Testiculos "SCE" em KRD e retinol.

A figura II1.2.1 mostra o efeito da pré-incubacao na ag@o do retinol no transporte
de o-MeAIB-14C. Verificou-se que o retinol estimulou o transporte de aminoacidos
neutros €, que o periodo de pré-incubagdo, nesse sistema de ensaio, aumentou o efeito

estimulatdrio no transporte de aminoacidos.

controle

tecido/meio
N

sem retinol na pré

com retinol (20uM) na pré

controle SRP CRP

Figura II1.2.1. Efeito da Pré-Incubacio na A¢io do Retinol na Captacio de
0-MeAIB-14C em Testiculos ""SCE"’

PI = 30 min.

I = 60 min.

Retinol: 20 uM

* Significativo em relag@o ao grupo controle, p < 0,05.

Os valores representam as médias + E.P.M.

Cada grupo consistia de 5 gdnadas.

SRP = Sem retinol durante o periodo de pré-incubagao.

CRP = Com retinol durante o periodo de pré-incubagao.
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II1.2.2. INFLUENCIA DA PRE-INCUBACAO NA ACAO DO RETINOL NA
CAPTACAO DE AMINOACIDOS EM CULTURAS DE CELULAS DE
SERTOLI
Células de Sertoli provenientes de testiculos "SCE” de ratos de 15 dias, foram

cultivadas por 24 h em meio 199 com 1 % de SFB e por mais 48 h em meio 199 sem

soro, sempre em atmosfera imida com 5 % de CO, a 34° C (como descrito no capitulo
materiais € métodos).
Estas preparagdes celulares, separadas em grupos foram lavadas com solugdo

salina tamponada (BSS) e tratadas por 15 min. com diferentes doses de retinol e

analisado o efeito do periodo de pré-incubagdo sobre o transporte de aminodcidos. Para

isto foram estudados quatro grupos: 1°) Controle - células de Sertoli pré-incubadas e

incubadas em BSS; 2°) Grupo retinol 20 uM contendo retinol na pré-incubagio e na

incubagdo; 3°) Grupo retinol 20 M contendo retinol sé na incubagdo; 4°) Grupo

retinol 10 uM s6 no perfodo de incubagio.

A figura II1.2.2. ilustra os resultados obtidos do efeito da pré-incubacio na ag¢ao
do retinol ( 10 e 20 pM) no transporte de a-MeAIB-14C (0,2 uCi/ml) em culturas de
células de Sertoli. Neste sistema de ensaio, observa-se que o retinol em qualquer das
doses utilizadas estimulou significativamente o transporte de aminodcidos neutros em
relacdo ao grupo controle. Também verificou-se que o periodo de pré-incubagdo ndo
influencia na resposta do retinol no transporte em relacao aos grupos que nao tiveram

pré-incubagdo com retinol.
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Figura I11.2.2. Efeito da Pré-Incubac¢io na A¢ao do Retinol na Captacao de
0-MeAIB-14C em Culturas de Células de Sertoli

PI = 15 min. para os grupos que foram tratados com retinol

I'=15 min.

Retinol 10 ou 20 uM.

* Significativo em relag¢do ao controle, p < 0,05.

Os valores representam as médias + E.P.M.

CRP = Com retinol durante o periodo de pré-incubagéo

SRP = Sem retinol durante o periodo de pré-incubagao.

II1.2.3. EFEITO DA DOSE DE RETINOL SOBRE O TRANSPORTE DE

AMINOACIDOS NEUTROS EM CULTURAS "SCE"

Para este estudo foram preparados quatro grupos experimentais: 1°) Controle -
células de Sertoli incubadas com BSS e o-MeAIB-14C; 2°, 3° e 4° grupos) Células de
Sertoli incubadas com 5, 10 e 20 uM de retinol e a-MeAIB-14C (0,1 pCi/ml).

A figura III.2.3. mostra que houve um aumento na captagdo de o-MeAIB-14C,
em resposta ao retinol, nas concentragdes de 10 e 20 pM. Estas duas doses estimularam

o transporte de aminodcidos, significativamente, em relacdo ao grupo controle.
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Figura I11.2.3. Efeito da Dose de Retinol na Captacdo de o-MeAIB-14C em
Culturas de Células de Sertoli

I'=15 min.

* Significativo em relag@o ao controle, p < 0,05.

Os valores representam as médias + E.P.M. de 5 culturas de uma mesma preparacdo

celular.

II1.2.4. CURVAS DE TEMPO DA CAPTACAO DE a-MeAIB-14C EM

CULTURAS "SCE"

Para investigar a influéncia do tempo de incubag@o no transporte de aminoacidos
em culturas de células de Sertoli, os seguintes grupos experimentais foram estudados:
1°) Grupos controles - Trés grupos de cinco culturas foram incubados por periodos de 5,
10 e 15 min. com BSS e o aminoicido modelo a-MeAIB-14C (0,1 uCi/ml); 2°) Grupos
tratados com retinol - Trés grupos de cinco culturas foram incubados nos periodos de 5,
10 e 15 min.com BSS, retinol 10uM e a-MeAIB-14C (0,1 pCi/ml).

Apds ser determinada a concentragdo 6tima de retinol (10 uM) através da curva
de dose resposta descrita no item anterior, investigou-se o melhor tempo de acdo do

retinol na captagdo de aminoécidos. Os resultados mostrados na figura II1.2.4, indicam
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que o retinol induziu um aumento estatisticamente significativo no transporte de

aminodcidos aos 15 min. de incubag3o.
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Figura II1.2.4. Influéncia do Tempo de Incubac¢io na Captacao de a-MeAIB-14C
em Culturas de Células de Sertoli

Retinol: 10 uyM
* Significativo em relagdo ao controle, p < 0,05.

Os valores representam as médias + E.P.M. de 5 culturas de uma mesma preparagio

celular.

II1.2.5. IDENTIFICACAO DO SISTEMA DE TRANSPORTE DE
AMINOACIDOS NEUTROS ESTIMULADO POR RETINOL EM
TESTICULOS "SCE"

Testiculos "SCE" de ratos imaturos foram pré-incubados durante 30 min. em
KRb ou KRb hipossddico na presenga ou nio de retinol (20 uM). Logo apds, as gdnadas
foram incubadas por 60 min. nos respectivos meios frescos com ou sem retinol e a-
MeAIB-14C (0,1 puCi/ml).

Com o objetivo de identificar o sistema de transporte de aminoédcidos neutros

estimulados por retinol, realizaram-se trés experimentos: 1°) Grupo controle - Testiculos
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"SCE" incubados em KRb e KRb mais retinol (20 uM); 2°) Grupo hipossddico -
Testiculos "SCE" incubados em KRb hipossédico e KRb hipossddico mais retinol (20 p
M); 3°) Grupo ouabaina - Testiculos "SCE" incubados em KRb ouabaina (100 uM) e,
KRb, ouabaina mais retinol (20 uM).

A figura II1.2.5. mostra que o retinol estimulou significativamente a captagcdo do
aminodcido modelo o-MeAIB-14C. Esta figura também mostra que em meio
hipossédico houve um decréscimo significativo da capta¢do de a-MeAIB-!4C basal e
estimulada por retinol.

A influéncia da inibi¢do da Na+-K+-ATPase sobre o transporte de a-MeAIB-14C
basal e estimulado por retinol foi observada através da pré-incubag@o por 30 min. em
KRb na presenca ou ndo de ouabaina ( 100 pM) e retinol ( 20 pM). Apébs o periodo de
pré-incubacédo, as gdnadas foram incubadas por 60 min. com os respectivos meios
frescos acrescidos de a-MeAIB-14C (0,1 puCi/ml). Dos resultados mostrados na figura
[I.2.5., verifica-se que a ouabaina produziu 29 % de inibi¢do no transporte basal e

anulou o efeito estimulatério do retinol sobre a captagdo de a-MeAIB-!4C.

sl iy

I:I controle

retinol 20uM

tecido/meio

contmle hipossddico ouabaia

Figura III.2.5. Influéncia da Inibi¢do do Sistema ""A"' de Transporte de
Aminoécidos no Efeito Estimulatério do Retinol na Captacgao de
o-MeAIB-14C em Testiculos "SCE"’

PI = 30 min. para os grupos retinol, hipossédico e ouabaina.

I = 60 min.

Retinol: 20 uM
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Meio hipossédico: Concentragdo de Na+ (25 mM)

Ouabaina: 100 uM

* Significativo em relagdo ao controle, p < 0,05.

** Significativo em relagdo ao seu grupo controle correspondente.
Os valores representam as médias + E.P.M.

Cada grupo consistia de 5 gdnadas.

I11.2.6. EFEITO DO Co+*+ E DO Ni** SOBRE A ACAO ESTIMULATORIA DO
RETINOL NO TRANSPORTE DE AMINOACIDOS NEUTROS EM
TESTICULOS ""SCE" DE RATOS IMATUROS
Testiculos "SCE" de ratos imaturos foram pré-incubados durante 30 min. em

KRb com ou sem retinol (20 uM). Logo apés, as génadas foram incubadas por 60 min.

nos respectivos meios frescos com ou sem retinol e o-MeAIB-14C (0,1 uCi/ml).

Com a finalidade de estudar a influéncia dos bloqueadores de canais de célcio no
efeito estimulatério do retinol na captagdo de aminoicidos, os seguintes grupos
experimentais foram elaborados: 1° e 2°) Controle - Testiculos incubados em KRb e
KRb mais retinol; 3° e 4°) Cobalto - Testiculos incubados em KRb contendo cobalto
(1,2 mM) e, KRb contendo cobalto e retinol; 5° e 6°) Niquel - Testiculos incubados em
KRb contendo niquel ( 100 uM) e, KRb contendo niquel e retinol.

O efeito dos competidores dos canais de célcio na agdo estimulatéria do retinol
sobre o transporte de aminodacidos, estd representado na figura II1.2.6. O cobalto (1,2
mM), reduziu significativamente a captacdo de o-MeAIB-14C (0,1 pCi/ml), estimulada
por retinol.

A figura I11.2.6. também mostra que o niquel, um bloqueador dos canais de
célcio dependentes da voltagem (tipo "T"), inibiu o efeito do retinol no transporte de
aminodcidos neutros.

Observa-se que houve uma marcada reduc@o na resposta do retinol nos grupos
cobalto e niquel, enquanto que o transporte basal dos controles correspondentes,

mantiveram-se iguais em relagio ao grupo controle.
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tecido/meio

retinol 20 uM

controle cobalto niquel

Figura III.2.6. Influéncia dos Bloqueadores de Canais de Calcio no Efeito
Estimulatério do Retinol na Captacédo de a-MeAIB-14C em
Testiculos ""SCE"’

PI = 30 min. para os grupos retinol, cobalto e niquel.

I = 60 min.

Retinol: 20 uM

Cobalto: 1,2 mM e Niquel: 100 uM

II1.2.7. EFEITO DO RETINOL SOBRE A INCORPORACAO DE LEUCINA-14C

EM PROTEINAS

Células de Sertoli provenientes de testiculos "SCE" de ratos de 15 dias de idade,
foram cultivadas por 24 h em meio 199 com 1% de SFB e por mais 48 h em meio 199
sem soro, sempre em atmosfera imida com 5% de CO, a 34 °C (como descrito no
capitulo materiais € métodos).

Para estudar o estimulo da incorporagdo de leucina-14C a proteinas em culturas
de c€lulas de Sertoli expostas ao retinol 10 uM por diferentes periodos, elaboraram-se
os grupos a seguir: 1°) Quatro culturas foram usadas para medir a sintese protéica basal
incubadas 15 min. com leucina-14C (0,2 puCi/ml); 2°) Outros seis grupos contendo
quatro culturas, cada grupo foi tratado com retinol (10 M) por periodos de 15, 30, 60,
180, 360 e 720 min., respectivamente. Apds o periodo de pré-incubag@o, um meio novo
com BSS contendo leucina-14C (0,2 puCi/ml) foi utilizado para incubar por 15 min. todos

0s grupos previamente tratados com retinol.
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Como demonstrado na figura I11.2.7. a exposi¢do continua de retinol levou a um
aumento agudo da sintese protéica variando nos diferentes periodos de 224 a 303% em
relagdo aos niveis basais. O efeito estimulatério do retinol na sintese protéica €
observado a partir dos 15 min. de tratamento e, € méximo por volta das 3 h, mantendo-
se nesse nivel até 12 h de pré incubagdo. Levando em conta os periodos longos de
tratamento que estudamos com FSH e retinol, tanto para o estudo de sintese protéica
como para a andlise da segunda fase do transporte de amino4acidos, surgiu a pergunta se
essas c€lulas incubadas por periodos longos (mais de 2 h) em BSS ndo estariam em
jejum celular aumentando por essa razdo (Guidotti et al., 1978) o transporte ou a sintese
protéica. Nas culturas basais (sem retinol), as células de Sertoli mantinham uma taxa
relativamente constante de sintese protéica (variando nas diferentes culturas entre 10 e

15% nos periodos de 15 a 6 h). Figura I11.2.7.B.
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a —a— Controle
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15 60 180 360 720  min.
tempo de pré-incubagao

Figura II1.2.7.A. Efeito do Retinol Sobre a Incorporacio de Leucina-14C em
Proteinas de Culturas de Células de Sertoli

I=15 min.

Retinol: 10 puM

* Significativo em relagio ao controle, p < 0,05.

Os valores representam as médias = E.P.M. de 4 culturas de uma mesma preparagdo

celular.
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Figura III.2.7.B. Efeito do Tempo de Pré-Incuba¢io em BSS na Incorporacio de
Leucina-14C em Culturas de Células de Sertoli

I=15 min.

* Significativo em relag@o ao grupo pré-incubado por 15 min., p < 0,05.

Os valores representam as médias + E.P.M. de 3 culturas de uma mesma preparagio

celular.

111.2.8. INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM CICLO-HEXIMIDA NA
SINTESE PROTEICA E NO TRANSPORTE DE AMINOACIDOS
Levando em considerag@o os objetivos do trabalho, em relagdo ao mecanismo de

acdo do retinol no transporte de aminodcidos, féz-se necessario investigar a influéncia

da ciclo-heximida na inibi¢3o da sintese protéica sobre o transporte estimulado por

retinol. Para tanto, organizaram-se os seguintes grupos:

A) Inibicdo da sintese protéica em culturas de células de Sertoli. 1°) Grupo controle -

culturas incubadas com BSS e leucina - 14C (0,2 puCi/ml); 2°) Grupo ciclo-

heximida
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(10 pg/ml - Culturas de células de Sertoli pré-incubadas por 1 h com ciclo-heximida e
incubadas por 15 min. com ciclo-heximida e leucina - 14C preparados em BSS.

B) Efeito da ciclo-heximida no transporte basal de a-MeAIB-14C em culturas de células
de Sertoli: 1°) Grupo controle - culturas incubadas com BSS e a-MeAIB-14C (0,1 u
Ci/ml); 2°) Grupo ciclo-heximida - Culturas pré-tratadas 1 h com ciclo-heximida (10 p
g/ml) e incubadas em meio fresco com ciclo-heximida e o-MeAIB-14C por 15 min.

A figura TIL.2.8.A. apresenta a incorporagdo de leucina - !4C em proteinas
fortemente inibida por ciclo-heximida. Nestas circunstincias a ciclo-heximida bloqueou
a sintese protéica em 95 %. O transporte basal de aminoécidos (a-MeAIB-14C) na figura
II1.2.8.B., foi inibido em aproximadamente 30 % analisado em condi¢des semelhantes a
da sintese protéica (PI= 1 h com ciclo-heximida e I= 15 min. com ciclo-heximida 10 p

g/ml).

100 -

[ ]controle

ciclo-heximida 10 pg/ml

[$))]
o
L

cpm de leucina- '*C /mg de proteinas x 102
&

Figura II1.2.8.A. Inibi¢io da Sintese Protéica em Culturas de Células de Sertoli

PI = 1 h para o grupo tratado com ciclo-heximida ( 10 pg/ml).

I = 15 min. com leucina-!4C (0,2 pCi/ml)

* Significativo em relagao ao controle, p < 0,001.

Os valores representam as médias * EP.M. de 6 culturas de uma mesma preparagio

celular.
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Figura II1.2.8.B. Efeito da Ciclo-Heximida no Transporte Basal de o-MeAIB*C
emCulturas de Células de Sertoli

PI =1 h com ciclo-heximida (10 pg/ml)

1= 15 min. com a-MeAIB-'*C (0,2 pCi/ml)

* Significativo em relag@o ao grupo controle, p < 0,05

Os valores representam as médias ¥ E.P.M. de 4 culturas de uma mesma preparagao

celular.

I11.2.9. EFEITO DA CICLO-HEXIMIDA NA ACAO DO RETINOL NO

TRANSPORTE DE a-MeAIB-14C

A fim de determinar se a sintese protéica estava envolvida no mecanismo de
agdo do retinol no transporte de aminoacidos, foi primeiramente caracterizado uma dose
de ciclo-heximida efetiva na inibi¢@o da sintese protéica e na inibi¢do do transporte de
aminoécidos basal (figura II1.2.8.A e B) e, o tempo necessdrio para observar este
fendmeno. A partir destes dados, os seguintes grupos experimentais foram estudados:
1°) Grupo controle - culturas de células de Sertoli incubadas em BSS com a-MeAIB-
14C (0,2 pCi/ml); 2°) Grupo retinol - células incubadas com retinol (10 uM) e o
aminodcido o-MeAIB-14C; 3°) Grupo ciclo-heximida - culturas de células de Sertoli
pré-incubadas 1 h com ciclo-heximida (10 pg/ml) e incubadas em meio novo com ciclo-

heximida e a-MeAIB-14C; 4°) Grupo retinol mais ciclo-heximida - culturas de células
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de Sertoli pré-tratadas por 1 h com ciclo-heximida e incubadas em meio fresco com
ciclo-heximida, retinol e o-MeAIB-14C.

A ciclo-heximida (10 pg/ml) foi efetiva na redugio (37,5 %) da captagao de
0-MeAIB-14C em culturas de células de Sertoli ndo tratadas com retinol. Pode também
ser observado nesta figura (II1.2.9.), que o tratamento prévio com ciclo-heximida nao
influenciou o efeito estimulatério rdpido ( 15 min. ) do retinol mesmo quando

adicionada nas culturas 1 h antes do retinol.

(1 controle

retinol 10 pM

ciclo- heximida 10 pg/ml
2224  retinol + cicloheximida

cpm/mg proteinas
(x10°)
o

Figura II1.2.9. Efeito da Ciclo-Heximida na A¢ao do Retinol no Transporte de
o-MeAIB-14C

PI =1 h para os grupos tratados com ciclo-heximida

I=15 min.

Retinol: 10 pM

Ciclo-Heximida: 10 pg/ml

* Significativo em relagdo ao controle, p < 0,01.

** Significativo em relagdo ao grupo ciclo-heximida

Os valores representam as médias + E.P.M. de 5 culturas de uma mesma preparagdo

celular.
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I11.2.10. INFLUENCIA DO TEMPO LONGO DE TRATAMENTO COM
RETINOL NO TRANSPORTE DE AMINOACIDOS

O efeito estimulatorio do retinol no transporte de aminodcidos tanto em
testiculos "SCE" como em culturas de células de Sertoli provenientes de testiculos
"SCE", previamente apresentados nesse trabalho, demonstraram o efeito rdpido do
retinol os quais foram analisados em periodos de incubagdo entre 15 min. e no maximo
90 min.

Na série de experimentos demonstrados na figura II1.2.10. analisou-se o efeito da
pré-incubag@o com retinol (10 uM) no transporte de aminoécidos em culturas de células
de Sertoli.

Os periodos de pré-incubagdo com retinol variaram de 15min. até 12 h. O
transporte de aminoacidos foi analisado através da incubagdo das células por 15 min.
com 0-MeAIB-14C em BSS sem a presenca de retinol.

Os dados mostrados na figura II1.2.10. revelam que o tratamento com retinol no
alterou o transporte de aminodcidos com relagdo a captagdo basal em nenhum dos
tempos estudados.

Estes resultados demonstram que o transporte de aminodcidos estimulado por
retinol € monofésico e corrobora a hipétese do efeito imediato do retinol na membranan
ou na superficie da membrana plasmitica. O tratamento longo com retinol ( mais de 1

h), ndo influenciou no transporte de aminoécidos.
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Figura I11.2.10. Influéncia do Tempo de Pré-Incubac¢io com Retinol no Transporte
de o-MeAIBI4C em Culturas de Células de Sertoli Incubadas por
15 min. semRetinol

Retinol: 10 uM

Os valores representam as médias + E.P.M. de 3 culturas de uma mesma preparagio

celular.

II1.2.11. EFEITO DO TRATAMENTO COM RETINOL E FSH NO
TRANSPORTE DE o-MeAIB-14C EM CULTURAS ""SCE"

Com a finalidade de analisar o efeito aditivo do retinol e do FSH no transporte
de aminodcidos ji4 que ambas substdncias estimulam o transporte nas condigdes
experimentais aqui descritas. Foi acrescentado em cada grupo 0,2 pCi/ml de o-MeAIB-
14C.0Os seguintes grupos experimentais foram estudados: 1°) Controle - culturas de
células de Sertoli incubadas com BSS; 2° e 3° grupos) Grupo FSH 0,1 mU/ml e grupo
FSH 0,4 mU/ml - células incubadas com BSS, FSH 0,1 mU/ml e FSH 0,4 mU/ml,
respectivamente; 4°) Grupo retinol - culturas de células de Sertoli incubadas com BSS e
retinol na concentrag¢do de 10 uM; 5° e 6°) Grupos retinol mais FSH 0,1 mU/ml e retinol
mais FSH 0,4 mU/ml - As culturas foram incubadas com BSS contendo retinol (10 pM)

e FSH 0,1 mU/ml ou retinol e FSH 0,4 mU/ml mais o aminoicido modelo.
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Os dados desta figura (II1.2.11), mostram o efeito estimulatério do FSH (ambas
as doses) e, do retinol no transporte de aminoacidos estatisticamente significativos em
relacd@o a captagdo basal. Por outro lado, o efeito do retinol no transporte de aminoécidos
nas células de Sertoli ndo € aditivo nem para a dose mais responsiva no transporte nestas

células nem com a dose méxima de FSH utilizada para o estudo desse pardmetro.

30000 -
25000
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£
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2 :’ controle
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g— 150004 | 7] FSH 0,1mU/ml
s FSH 0,4 mU/ml
g
< 100009 < retinol 10 uM
(&) -4 retinol+ FSH 0,1 mU/ml
5000 £
A retinol + FSH 0,4 mU/ml
0

Figura IIL.2.11. Efeito Nao-Aditivo da Ac¢do do Retinol e FSH no Transporte de
0-MeAIB-14C em Culturas de Células de Sertoli

I'=15 min.

FSH de suinos NIH

* Significativo em relagdo ao grupo controle.

N.S.: Nido hd diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo FSH

correspondente.

Os valores representam as médias = E.P.M. de 4 culturas de uma mesma preparagio

celular.
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I11.2.12. ACAO DO RETINOL NO TRANSPORTE DE AMINOACIDOS
NEUTROS EM TESTICULOS “SCE" DURANTE A MATURACAO
SEXUAL

Com a finalidade de esclarecer alguns aspectos do mecanismo de transporte de
aminodcidos regulados por retinol estudou-se, a dependéncia da maturagdo testicular na
captagdo de a-MeAIB-14C.

Testiculos "SCE" de ratos de 15, 30 e 35 dias de idade, foram pré-incubados por
30 min. em KRb contendo retinol (20 pM). Apds este periodo, um meio novo com
retinol e a-MeAIB-14C ( 0,2 uCi/ml) foi utilizado para incubar as génadas por mais 60
min. Para avaliar a provével influéncia da idade do animal na a¢do do retinol sobre o
transporte de aminoécidos, foram estudados trés grupos de animais de diferentes idades:
a) Com testiculos "SCE" de ratos de 15 dias de idade
b) Com testiculos "SCE" de ratos de 30 dias de idade
¢) Com testiculos "SCE" de ratos de 35 dias de idade

A figura II1.2.12. mostra a captagio de a-MeAIB-14C em testiculos "SCE" de
ratos de 15, 30 e 35 dias de idade. A administrag@o de retinol (20 pM) por um periodo
de 90 min. (PI = 30 min. e I = 60 min.), produziu um marcado e significativo aumento
na captagdo de aminodacidos em testiculos de ratos imaturos ( 15 dias de idade). A taxa
de captac¢do do aminoédcido marcado em testiculos de ratos de 30 e 35 dias de idade caiu

drasticamente tanto nos grupos controles como nos tratados.
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Figura II1.2.12. Efeito do Retinol no Transporte de Aminoacidos Neutros em
Testiculos de Ratos Durante a Maturacao Sexual

PI = 30 min. para o grupo retinol.

I = 60 min.

Retinol: 20 uM

Os valores representam as médias + E.P.M.

Cada grupo consistia de 5 gonadas

* Significativo em relagio ao grupo controle correspondente

I11.2.13. EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM TESTOSTERONA NO
TRANSPORTE DE o-MeAIB-14C EM TESTICULOS "SCE"

Quatro ratos de 13 dias de idade ( da mesma ninhada), foram injetados com
propionato de testosterona (2 mg/Kg corporal), por 48 h. Apés este tratamento, os
testiculos foram removidos por incisdo abdominal, pesados e pré-incubados por 60 min.
com 4 UM de testosterona previamente diluida em KRb conforme descrito em materiais
e métodos. Um meio novo contendo testosterona e o-MeAIB-14C (0,2 pCi/ml) foi
utilizado para incubar as glandulas por mais 60 min. Com o objetivo de testar o efeito da
testosterona no transporte de aminodcidos foram realizados os seguintes grupos: 1°)

Grupo controle - animais ndo tratados com propionato de testosterona e incubados com
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KRb mais o-MeAIB-14C; 2°) Grupo testosterona - animais que foram tratados com
testosterona e foram incubados com testosterona mais o-MeAIB-14C.

A figura II1.2.13. mostra que os testiculos dos animais submetidos a tratamento
crbnico com propionato de testosterona nao exibiram nenhum efeito estimulatério no
transporte quando foram incubados por 60 min. com o-MeAIB-14C. Observou-se um
aumento do peso testicular de 15 % apés o tratamento com testosterona em relagdo aos
animais controles. Também esses animais tratados exibiram um aumento no peso da

vesicula seminal apds as 48 h de tratamento (resultados no apresentados).

[:l controle

77//] testosterona 4 uM

tecido/meio

Figura II1.2.13. Efeito do Tratamento Cronico com Testosterona na Captacio de
0-MeAIB-14C em Testiculos "SCE" de Ratos Imaturos

PI = 60 min. para o grupo testosterona

I = 60 min.

N.S.: Ndo ha diferenga estatisticamente significativa em relag@o ao controle.

Os valores representam as médias = E.P.M.

Cada grupo consistia de 4 gdnadas.
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I11.2.14. EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO E AGUDO COM
TESTOSTERONA NO TRANSPORTE DE AMINOACIDOS NEUTROS
EM CULTURAS "SCE" DE RATOS IMATUROS
Com o objetivo de analisar o efeito da testosterona (2 uM), nesse sistema de
ensaio, um tratamento cronico e um agudo foi realizado para testar este hormonio.
Todos os grupos continham 0,2 pCi/ml de a-MeAIB-14C.1°) Grupo controle - um grupo
de 5 culturas foi incubado com BSS; 2°) Grupo tratamento cronico -um grupo de cinco
culturas foi pré-incubado com testosterona 2 UM por 3 h e incubados por mais 15 min.
com BSS fresco contendo testosterona; 3°) Grupo tratamento agudo - um grupo de cinco
culturas foi pré-incubado com testosterona 2 uM por 10 min. e incubado com BSS novo
contendo testosterona.
A partir dos dados apresentados na figura II1.2.14., pode-se observar que a
administracdo de testosterona cronica ou aguda, ndo teve qualquer efeito sobre o
transporte do aminodcido modelo o-MeAIB-14C em culturas de células de Sertoli

provenientes de testiculos "SCE" de ratos de 15 dias de idade.
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Figura II1.2.14. Efeito do Tratamento Cronico e Agudo com Testosterona na
Captacio de a-MeAIB-14C em Culturas Provenientes de Testiculos
"SCE " de Ratos Imaturos
PI = 10 min. para o grupo testosterona aguda
PI =3 h para o grupo testosterona cronica

I=15 min.
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N.S.: Nio h4 diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle
Os valores representam as médias = E.P.M. de 5 culturas de uma mesma preparagao

celular.
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IV DISCUSSAO

O testiculo é um 6rgéo enddcrino-responsivo que requer importantes interages para a
manutencio, controle do crescimento e diferenciagio celular. A existéncia dos diferentes tipos
celulares e sua potencial interag@o implica que as ag¢des dos agentes endScrinos e nutricionais
ndo envolvem simplesmente um inico hormdnio ou uma tnica célula .

Tem sido demonstrado para muitos 6rgdos e tecidos (Skinner, 1991) que os
procedimentos de cultura de células tem gerado significantes avangos nos aspectos celulares e
moleculares das fungdes bioldgicas. Sendo assim, os experimentos dessa tese foram efetuados
utilizando-se testiculos enriquecidos em células de Sertoli “SCE” e, um tipo celular
individual - células de Sertoli - foi subsequentemente isolado e cultivado para fornecer
informacGes mais fidedignas relacionadas com a resposta € o mecanismo de ag¢do do FSH e do

retinol em células de Sertoli altamente purificadas .

Parte 1
IV. 1. Mecanismo de a¢cdo do FSH

Os experimentos realizados por Irusta ¢ Wassermann, 1974 e Perez- Sanches e
Wassermann, 1981 demonstraram que o FSH estimula o transporte de aminodcidos neutros
em testiculos de ratos imaturos e, este efeito pode ser observado a partir do 5° dia de idade e
desaparece em torno do 25° dia de idade. A relag@o entre a agdo do FSH sobre o transporte de
aminoécidos e a idade do animal também foi observada por Sickle et al, 1981 e Ozza et al ,
1982 em testiculos de camundongos.

O sistema “A”, energizado pelo menos em parte, pelo gradiente eletroquimico do
sédio (Christensen et al., 1973), tem a principal caracteristica de funcionar somente por
transporte ativo e ser um sistema sensivel a hormonios (Shotwell et al., 1983). Cruz Curte e
Wassermann em 1985 identificaram o sistema "A" como responsivel pelo transporte de
aminodcidos neutros estimulados por FSH em testiculos de ratos imaturos. O mesmo foi

descrito para a insulina, prolactina e andrégenos em diversos tecidos (Wassermann et al.,

109



1989b; Rillema et al., 1992; Mills e Feit, 1976 e Koening et al., 1982), que entre outros,
estimulam a captagdo de aminodcidos neutros ativando a cinética de transporte através do
sistema “A”.

Para a andlise dos estudos do mecanismo de acdo do FSH no transporte de
aminodcidos foram utilizados ratos adultos hipofisectomizados ou testiculos inteiros de ratos
imaturos normais ou irradiados (“SCE”), previamente tratados “in vivo” com o hormdnio
(Irusta e Wassermann, 1974; Wassermann et al , 1989a; Perez-Sanches e Wassermann , 1981).
Também a utilizagdo de testiculos inteiros ou tibulos seminiferos “SCE” de ratos imaturos
tratados “in vitro” com FSH, demonstraram o efeito estimulatério do horménio no transporte
de aminoécidos (Wassermann et al., 1992 a e b). Através desses diferentes métodos algumas
respostas significativas da regulagdo hormonal do transporte de aminodcidos neutros no
testiculo foram obtidas.

Os trabalhos de Wassermann et al., 1989a, 1990 e 1992a ¢ b, demonstraram que o
transporte de aminoécidos basal ou estimulado por FSH ocorre em niveis absolutos mais
baixos quando a sintese protéica ou glicoprotéica é inibida por ciclo-heximida ou
tunicamicina ou, quando os microtiibulos sdo despolimerizados com colchicina. Entretanto, o
aumento proporcional do transporte de aminoédcidos produzido por FSH foi mantido. O
bloqueio dos canais de célcio dependentes da voltagem, com verapamil ou através da inibigdo
competitiva dos canais idnicos bivalentes (Co*™ ou Ni**), anularam a ag¢do estimulatéria do
FSH no transporte de aminodcidos. Também a quinina, que bloqueia canais de K*
dependentes de ATP, aboliu a agdo do FSH.

Por outro lado, em experimentos electrofisiolégicos foi demonstrado que a aplicagdo
topica de FSH (4 mU/ml), produziu um efeito bifésico caracterizado por uma hiperpolarizagio
seguida de uma despolarizagdo. O efeito despolarizante do FSH foi prolongado e potenciado
na presenca de aminodcidos (MeAIB, 5 mmol/l) e, o verapamil na dose que anulou a agdo
estimulatéria do FSH no transporte de aminoécidos, suprimiu o efeito despolarizante do FSH.

Desses resultados foi concluido que em testiculo de ratos imaturos o FSH estimula o
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transporte de aminoécidos através de um mecanismo envolvendo os canais de célcio
dependentes da voltagem e canais de potdssio sensitivos ao ATP e que o FSH produz
mudangas eletrofisioldgicas que medeiam a ag@o estimulatdria no transporte de aminoacidos
(Wassermann et al., 1992a e b).

Cabe salientar, no entanto, que tanto para a pesquisa da agdo direta do FSH na célula
alvo no testiculo, como para a verificagdo do efeito rdpido (minutos) e tardio (em horas), no
transporte de aminodcidos o cultivo de células de Sertoli torna-se imprescindivel.

Com o objetivo de estudar a agdo do FSH no transporte de amino4cidos na célula
alvo testicular, bem como, a sensibilidade de culturas de células de Sertoli ao tratamento
hormonal foram utilizados hormdnios de diferentes espécies e graus de pureza. Estes
resultados demonstraram que o FSH de ovinos-Sigma, FSH de ratos, suinos e de ovinos- NIH,
estimularam o transporte de 0o—MeAIB-14C em culturas de células de Sertoli. No entanto,
observa-se que as diferentes amostras atuaram de maneira mais ou menos potente.

A captagdo de aminoédcidos obtidos com FSH de ovinos da Sigma responde
sensivelmente desde a menor dose utilizada mostrando-se 6tima na dose maxima durante um
periodo extremamente curto de tratamento hormonal. De maneira semelhante foi analisado o
efeito do FSH de suinos e de ovinos do NIH onde, claramente observou-se a maior
sensibilidade das células ao transporte quando estas foram tratadas com FSH suino. Estes
resultados refletem ndo s6 uma influéncia do grau de pureza dos horménios, semelhantes aos
descritos para vdérios ensaios (Dorrington e Armstrong, 1975; Jia e Hsuch, 1985;
Padmanablan, 1987; Toebosch et al., 1989 e Shen e Yu, 1991) mas, também a sensibilidade
do método ao hormdnio no transporte de aminodcidos neutros. A resposta no transporte de
aminoécidos, estimulados por FSH anteriormente demonstrados com testiculos inteiros,
evidenciaram significativamente a resposta 6tima do hormdnio com tempos e doses bem
maiores (Wassermann et al., 1989a, 1990, 1992a e b).

Para melhorar a sensitividade, varios bioensaios “in vitro” para os FSHs tem sido

desenvolvidos para extratos de hipéfise ou para preparacdes purificadas ( Boggis e Ryle,
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1972; Rao e Ramachandran, 1975; Dorrington e Armstrong, 1975; Padmanabhan et al., 1987
Van Damme et al., 1979).

Foi analisado o efeito do FSH de diferentes origens e espécies numa tunica
concentragdo em culturas de c€lulas de Sertoli de uma mesma preparagdo celular. Os
resultados obtidos neste experimento confirmam os anteriormente obtidos e ressalta o fato que
além das distintas espécies animais de onde foi isolado o hormdnio, h4 uma marcada diferenca
de poténcia relativa do hormdnio sob o estimulo no transporte de aminoécidos.

Virias propostas de bioensaio para o FSH “in vitro” baseados na formagdo de
estradiol, produgdo de AMPc, produgdo do ativador de plasminogénio ( Shen e Yu, 1991; Rao
e Ramachandran, 1975; Beer e Strickland, 1978) etc, relatam um bioensaio rdpido, sensitivo e
preciso, entretanto, a sensitividade dos sistemas mais simples apresentados € em torno de 0,17
mU para o FSH extraido de hipéfise de humanos (Shen e Yu, 1991). Por outro lado, a
avaliacd@o desses resultados extrapolados para um sistema fisiolégico exige muita prudéncia ja
que a prépria glandula hipofisaria regula ndo somente a quantidade de FSH mas o tipo e a
poténcia desta molécula (Chappel et al., 1983).

Entre os vérios aspectos citados na literatura para explicar as divergéncias em relagio a
poténcia do FSH podemos enunciar: a) alteragdo no contetido de dcido sidlico da molécula de
FSH influencia a atividade da ligagdo ao receptor, a atividade biolégica e a meia vida da
molécula de FSH no plasma; b) o ambiente hormonal pode influenciar a quantidade e o tipo
de FSH sintetizado e secretado pela hipdfise; ¢) a existéncia de uma familia heterogénea de
moléculas de FSH que exibem uma atividade bioldgica "FSH-like", entretanto, cada forma
individual exibe uma meia vida no plasma e uma habilidade potencial e peculiar de se ligar ao
receptor de cada molécula; d) dentro da hipdfise existe pelo menos seis formas de FSH, cada
uma com um ponto isoelétrico diferente o que reflete uma carga liquida da molécula diferente
em um mesmo pH (Chappel et al., 1983). Portanto, € dificil traduzir essas diferengas
bioquimicas que fisiologicamente se expressam com grandes discrepdncias tornando

complexa a anélise de uma hip6tese trabalhada.
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O FSH e o LH s3o gonadotrofinas que exercem efeitos diferentes nas gonadas para
regular e manter os processos reprodutivos. Tem sido descrito uma série de eventos
fisiol6gicos iniciados e mantidos por essas duas gonadotrofinas ( Chappel et al., 1983; Ultee-
van Gessel et al., 1987; Teerds et al.,, 1989), entretanto, € dificil estabelecer os efeitos
especificos do FSH e LH no testiculo devido a heterogeneidade natural dessas moléculas e ¢
grau de variabilidade na ligagdo ao receptor e expressdo da poténcia bioldgica. Um dos
maiores problemas envolvidos na determinagdo da bioatividade do FSH e do LH na funcio
das células de Sertoli ou da granulosa € a dificil separagdo dessas duas gonadotrofinas.

Foi visto que o FSH e o LH altamente purificados, sozinhos ou em combinagio tem
efeitos na fungdo testicular. Um aumento relativamente maior no peso testicular de ratos foi
observado apés trés semanas de tratamento didrio com FSH e LH (Ultee-van Gessel, et al.,
1987). Este efeito, provavelmente reflete um aumento no nimero de células de Sertoli e no
comprimento dos tibulos seminiferos. Estas observa¢des confirmam os dados obtidos em
testiculos de ratos e camundongos imaturos (Leidl e Hansel, 1972; Bentrley et al., 1978;
Davies, 1976; Meyers € Swanson, 1983). Davies, 1976, também relatou um aumento do
citoplasma da célula de Sertoli e um significante aumento na massa do tecido intersticial
causado pelo FSH e um consequente sinergismo do efeito do FSH apés injecdo de LH.

Em culturas de células de Sertoli de ratos imaturos o FSH ou DBAMPc estimulam a
secre¢ao de ABP, entretanto, nenhum efeito € observado apds o tratamento dessas células com
LH (Romerts et al. 1978). Ainda que o LH estimule o ativador de plasminogénio em células
da granulosa (Ny et al., 1985), esta estimula¢io tem sido mostrada depender de outros fatores
como por exemplo: uma pré-incubagdo “in vivo” ou “in vitro” com FSH, bem como, um
periodo de estimula¢io com o hormdnio. Wang e Leung, 1983 demonstraram claramente que
preparagdes purificadas de LH falharam em estimular a produgdo do ativador de
plasminogénio na granulosa. Entretanto, um pré-tratamento com FSH purificado, "in vivo" ou

"in vitro", induz a responsividade das células de Sertoli ao LH.
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Utilizando culturas enriquecidas em células de Sertoli (“SCE”) e amostras de FSH e
LH altamente purificados (NIH), analisamos o efeito do FSH e do LH no transporte de
aminoicidos. A ndo responsividade das células de Sertoli ao LH em qualquer das doses
utilizadas, diferente do observado para o FSH; pode ser explicado pela especificidade da
cadeia do FSH para a ligagdo no receptor na sua célula alvo e, ao alto grau de pureza do
horménio FSH (Chappel et al., 1983).

Os resultados com FSH “in vitro” em testiculos inteiros demonstraram que o efeito
estimulatério dessa gonadotrofina no transporte de aminodcidos (Cruz Curte e Wassermann,
1985) é realizado através de um mecanismo independente da sintese protéica (Wassermann et
al., 1989a), entretanto, embora esta metodologia expresse fortes semelhangas com o estado
fisiol6gico, ndo foi possivel estudar o efeito do FSH no transporte de aminoacidos e na sintese
protéica por periodos além de 2 h. Para tanto, o cultivo de células de Sertoli para a andlise do
efeito do FSH em periodos prolongados (mais de 2 h) ou imediatos (minutos) revelou ser um
método adequado para esses estudos.

Usando culturas de células de Sertoli provenientes de testiculos “SCE” e um
tratamento pulsétil (de 2 em 2 h) com FSH (de 15 min. até 12 h), mantendo-se a concentragao
do hormdnio, observamos que o transporte de aminoécidos basal ou estimulado mostrou-se
invaridvel independente do tempo de tratamento hormonal. Estes resultados demonstram que
o transporte de aminoécidos estimulado por FSH € monofasico e reforga a hipdtese anterior do
efeito membrana do FSH na captagio de aminodcidos neutros (Wassermann et al., 1992a).

Tem sido demonstrado que o FSH exerce um efeito bifésico na secrecdo de
transferrina: um aumento rdpido e imediato seguido por um declinio € entdo uma resposta
secunddria mais prolongada. Esta acdo do FSH foi observada em células de Sertoli
cultivadas em matriz e a quantidade de transferrina secretada durante o periodo total de
tratamento ( 22 h) foi semelhante a transferrina secretada em 4 h em resposta a exposi¢do do

hormdnio ( Jakubowiak et al., 1988).

114



Por outro lado, nos resultados apresentados nesta tese, o aumento da sintese protéica
em resposta ao FSH, ap6s 3 h de tratamento, manteve-se ativo durante todo o periodo
estudado (12 h), confirmando que o FSH na mesma dose e tratamento semelhante, estimula a
sintese protéica ( um evento tardio) sem influenciar no transporte de aminoécidos. Estes dois
eventos (transporte de aminoécidos e sintese protéica) caracteriza um efeito monofasico do

FSH no transporte de amino4cidos independente da sintese protéica.

Parte I

IV.2. Mecanismo de A¢ao do Retinol

Um dos efeitos mais conhecidos do retinol, no testiculo, é a manutengio da
espermatogénese em mamiferos. Esta hipétese tem se comprovado desde os trabalhos
realizados por Thompson et al., 1964 ¢ Mitramond et al., 1979. Em ratos, a deficiéncia de
vitamina A resulta na interrup¢ao da espermatogénese ativa e atrofia dos tiibulos seminiferos
(Huang et al., 1983 e 1989).

Existem algumas evidéncias sugerindo a célula de Sertoli como alvo principal da agdo
do retinol no testiculo, isto foi demonstrado pela estimulagfo direta do retinol nas células de
Sertoli. A ingestdo de retinol ou a administragdo de retinol no testiculo € capaz de
restabelecer a espermatogénese em animais deficientes em vitamina A (VAD), tal efeito ndo
foi sustentado, nem restabelecido pelo 4cido retindico (Thompson et al., 1964 e Lotan, 1980).
Outra evidéncia que a célula de Sertoli € alvo para o retinol foi a demonstra¢do que o retinol
livre ou ligado ao complexo transportador (RBP-TTR-retinol), tanto “in vivo” como “in
vitro” é captado pelas células de Sertoli e, entre as células testiculares, estas possuem a mais
alta concentrag@o de proteinas ligadora de retinol (CRBP) (Bishop e Griswold, 1987).

Além da elucidag@o da célula alvo do retinol no testiculo; tem-se realizado intensos

estudos em relac@o aos eventos bioquimicos envolvidos na sintese e secre¢do de proteinas
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estimuladas por retinol.

O estudo da regulacdo das fungdes das células de Sertoli estimulados por FSH,
insulina, retinol e testosterona (FIRT) nos processos de sintese e secrecdo de proteinas pelas
células de Sertoli, j& foram descritos por vérios autores (Fritz et al., 1976: Wilson e Griswold,
1979; Karl e Griswold, 1980; Skinner e Griswold, 1981; Skinner, 1991), entretanto, a
dindmica e o mecanismo molecular de sintese e secre¢do de protefnas ainda sdo pouco
compreendidas.

O envolvimento do retinol nas rea¢des de sintese protéica em células de Sertoli j4 foi
bastante demonstrado (Skinner e Griswold 1980, 1982 e 1983; Huggenvik et al. 1987; Hugly e
Griswold, 1987; Skinner, 1991) e, concomitantemente foram explorados os diferentes
métodos capazes de expressar sensibilidade na investigacdo da regulagdo da sintese protéica
estimulada por retinol nessas células.

O retinol efetua profundas alteragdes na morfologia e fisiologia testicular, entretanto,
se esses eventos sao proeminentes em ratos imaturos, se envolvem modifica¢gdes no fluxo de
célcio (atividade da Na*-K* -ATPase, Ca**-Mg**-ATPase, sistema bidirecional de troca Na* -
Ca*™), ou na atividade direta de enzimas de membrana, s3o assuntos ainda pouco esclarecidos.

Os resultados apresentados nesta tese mostram um efeito estimulatério do retinol no
transporte de amino4cidos neutros tanto em testiculos de ratos imaturos desprovidos do
epitélio germinativo (“SCE”) como em culturas de células de Sertoli provenientes de
testiculos “SCE”.

Na andlise do tempo de pré-incubag@o em testiculos “SCE”, verificou-se um aumento
no efeito estimulatério do retinol (20 M) no transporte de aminoécidos. O fato do periodo de
pré-incubagdo ndo ter influenciado na resposta do retinol ao estimulo do transporte em
culturas de células de Sertoli (figura I11.2.2.), sugere que o transporte de aminoécidos nessas
células , previamente tratadas ou ndo com retinol é imediato ou declina rapidamente com o

tempo. Isto é semelhante ao que ocorre em cértex de rim de camundongo e em midcitos
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cardfacos de ratos para o transporte de aminoicidos neutros estimulado por testosterona
(Koening et al., 1982 e 1989).

Os resultados da curva de dose-resposta do retinol mostram que as doses de 10 e 20
M tem um efeito estimulatdrio no transporte de aminoécidos e, este efeito € observado em 15
min.de incubacdo. Blomhoff et al., 1992, estudando a modulagdo da fungdo das células B pelo
retinol, observaram que concentragdes fisioldgicas de retinol ( 3 pM) utilizadas em periodos
longos de tratamento (72 h) foi efetiva na inibicdo da sintese de DNA medida através da
captagdo de timidina. Por outro lado, esses autores demonstraram também que concentragoes
de retinol entre 10 e 30 uM foram mais ativas do que concentragdes normalmente encontradas
no plasma. Estes mesmos autores também comentam que altas concentragdes de vitamina A
(como encontrada no plasma na hipervitaminose A e em vérios experimentos “in vitro”) inibe
a resposta imune normal e que baixas concentragdes de vitamina A (como encontrada no
plasma na deficiéncia de vitamina A ou “in vitro” depois da remogao da vitamina A do meio
de incubagdo) tem o mesmo efeito.

Uma das principais limitagdes para os estudos “in vitro” usando retinol € quanto a
solubilizag@o ja que no plasma o retinol € transportado ligado a proteina de ligacdo (RBP) e
captado pelas células via receptores de RBP. No entanto, os processos de solubilizagdo e
captagdo do retinol pelos tecidos em geral € assunto de atual interesse (Shingleton et al., 1989;
Noy e Xu, 1990 e Randolph e Ross, 1991).

Viérios autores tem questionado a concentragdo de andrégenos requeridos para a
manutengio da espermatogénese. Sob condigdes fisioldgicas a concentrag@o de androgenos no
testiculo € mais de 20 vézes superior do que nos 6rgdos periféricos. Entretanto, os resultados
de vérios estudos mostram que a espermatogénese pode também ocorrer com
aproximadamente 20% dos niveis de andrégenos testicular normal ainda que a produgédo de
espermatozdides seja diminuida (Rommerts, 1988 € 1992).

Independente dos niveis minimos exatos da testosterona requerida para a manutengao

da espermatogénese (com ou sem FSH), é dificil entender porque as células testiculares
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sensitivas a andrégenos sdo estimuladas de maneira diferente do que em outras células alvo
(Sun et al., 1989).

Uma das teorias atuais para explicar os efeitos das altas concentragdes de andrégenos €
a existéncia de um sistema de transducdo de sinais alternativo para os andrdgenos, isto €, a
presenca de proteinas receptoras de andrégenos que em certas membranas modulam as
fungdes celulares via segundo mensageiros e, como tal ndo atuam diretamente a nivel da
transcri¢do dos gens (Sheridan, 1991).

As funcdes indiscutiveis dos esterdides € na regulagdo da expressao dos gens em
muitas células alvos diferentes, tem subordinado o fato que os esteréides podem exercer um
efeito rdpido nas propriedades das células o qual ndo pode ser facilmente explicado pelo efeito
gendmico relativamente lento (Rommerts, 1992).

Nos estudos da caracterizagdo do sistema de transporte de aminoédcidos neutros
estimulados por retinol em testiculos “SCE”, verificou-se que em meio hipossédico (Na* 25
mM) houve um decréscimo na captagio basal e um bloqueio no efeito estimulatério do
retinol. A captagdo de 0-MeAIB'“C foi dependente de sédio e, a inibigdo da atividade da Na* -
K" -ATPase pela ouabaina manteve a inferéncia de que o transporte de aminoacidos neutros
refletem uma taxa inicial de captag@o via sistema “A”. Esses resultados sdo semelhantes aos ja
demostrados para outras substancias hidrofébicas como a testosterona. A atuagdo cléssica da
testosterona é na regulacdo génica aumentando a secre¢cdo de ABP e transferrina em culturas
de células de Sertoli de ratos imaturos (Quirk e Reichert, 1988). No entanto, também tem sido
demonstrado um efeito estimulatério da testosterona no transporte de aminoédcidos neutros em
cértex de rim de camundongo e midcito cardiaco mediados pelo sistema "A" sédio e energia
dependente (Koening et al., 1982 e 1989).

O conceito que os esterdides poderiam ter uma a¢io ndo gendmica surgiu nos estudos
do efeito da administra¢@o de grandes doses de esterdides em animais. Inicialmente foi notado
com surpresa a dificuldade em produzir um fendmeno agudo, mesmo quando doses excessivas

de esteréides eram administradas. Os esterdides, particularmente a progesterona, desoxi-
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corticosterona e testosterona, induziam anestesia em ratos e tinham efeitos anti-convulsivantes
e, subsequentemente foi verificado que a progesterona induzia “anestesia” também em
humanos (Sheridan, 1991).

Os esterdides, através de dois modos de a¢do na superficie celular - direto e indireto -
podem modificar as propiedades funcionais da membrana plasmatica.

No modo direto, os esterdides podem interagir diretamente com proteinas localizadas
na membrana plasmdtica e, dependendo das propriedades funcionais dessas proteinas, as
propriedades da membrana podem ser modificadas. Alternativamente, as proteinas de ligacdo
dos esterdides localizadas na membrana celular podem influenciar outras proteinas funcionais
de um modo semelhante aos receptores para os hormdnios protéicos, os quais fazem a
transdugdo dos sinais para a adenil-ciclase via proteinas-G, fosfolipase C ou canais i0nicos.
No modo indireto, os esteréides podem se ligar a protefnas de ligacao extracelulares soldveis
como as proteinas plasmdticas de ligacdo de hormonios sexuais (SHBG). Devido a uma
mudanga conformacional na proteina de ligagdo sob a influéncia do esterdide, a proteina
extracelular pode ou ndo reconhecer proteinas especificas na membrana plasmética de uma
maneira aniloga aos hormdnios protéicos. Neste modelo, a proteina de ligagdo extracelular
dos esterdides atua como uma interface para tornar hébil a comunicagio entre os sinais dos.
esterdides e os componentes da membrana (Rommerts, 1992).

Hormoénios como a progesterona, a aldosterona e a testosterona tem efeito na
superficie celular e alteram o fluxo de célcio (Blackmore et al., 1991; Wiebe ¢ Wood, 1987;
Steinsapir et al., 1991). Para a testosterona, mais especificamente, algumas descobertas sdo
consistentes com a hipdtese que as poliaminas servem como mensageiros intracelulares para
aumentar o influxo e efluxo de célcio, estimulando a endocitose, transporte de hexoses,
transporte de aminoécidos e o processo de contragdo-excitagdo em midcitos ventriculares,
assim, envolvendo as poliaminas na estimulagio androgénica na contratilidade e velocidade

cardiaca.
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Koening et al., em 1982, demonstraram em cértex de rim de camundongo que um
efeito agudo da testosterona evocava a estimulagdo da endocitose, do transporte de
aminoédcidos e de hexoses representados por uma resposta mediada diretamente pelos
receptores de andrégenos localizados na superficie das células dos tibulos proximais.

Nos estudos do papel do célcio no efeito estimulatério do retinol no transporte de
aminoécidos neutros, verificou-se que a exposi¢do relativamente breve (15 min), de retinol
resultou num aumento de transporte de aminodcidos e os bloqueadores de canais de célcio,
cobalto e niquel, produziram uma marcada reducio na resposta do transporte de 0-MeAIB'*C
estimulado por retinol.. Os dados destes experimentos indicam o envolvimento do ion célcio
no mecanismo de a¢do do retinol no transporte de aminoécidos.

Na andlise do efeito do 3, 5, 3’-tri-iodotironina (T3) & nivel da membrana plasmadtica
em timdcito de rato, o aumento da atividade da adenil-ciclase, da concentragdo de AMPc
celular e da captagdo de 2-dedxi-glicose (DOG), tem demonstrado que todos esses efeitos
requerem célcio (Segal et al., 1985). Por outro lado, o estudo da avaliagdo do efeito do T; em
timécito de ratos demonstrou que o T3 produz um aumento muito répido, quase imediato na
captagcdo de Ca** extracelular seguido por um aumento na concentragdo de célcio livre no
citoplasma. Este € o efeito mais rdpido do T3 neste e em outros sistemas (Segal e Ingbar,
1984; Segal, 1988). Essas recentes observagdes em timécitos de ratos demonstram que o
célcio €, possivelmente, o primeiro mensageiro para a a¢do do T3 mediada pela membrana
plasmética. Além disso, o efeito do T; na captagio de “*Ca** e na concentragfo citoplasmética
de célcio livre, apontam a possibilidade do envolvimento da Ca™ -ATPase regulada pelo T3
(Segal, 1988; Segal et al., 1989).

Os trabalhos de Segal, 1990 demonstraram que em vérios tecidos o efeito do Tz “in
vivo” e “in vitro” sido comparéveis e que a captagdo de Ca*™ estimulada por Tz € a
mudanga metabdlica mais rdpida. Essas descobertas realizadas na presenga ou auséncia de
concentragdes fisiologicas de Ca™ (1 mM) credenciam a hipétese do Ca™ ser o primeiro

mensageiro para a a¢do direta dos hormdnios da tiredide a nivel da membrana plasmética.
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Para o retinol, os resultados desta tese apontam um efeito rdpido na membrana
plasmatica, mediado por canais de cdlcio de baixa voltagem do tipo “T” (inibidos por niquel)
no processo de transporte de aminoédcidos neutros dependente de sédio e energia. Porém, ja foi
também evidenciado que o retinol estimula o influxo de célcio quase imediato (20 segundos)
(Loss, E.S., comunicagdo pessoal) e aumenta a endocitose da peroxidase (HRP) em células de
Sertoli de ratos imaturos (Wassermann, G.F., comunica¢do pessoal) mas, se hd um
envolvimento da Ca*™*-ATPase e das poliaminas na regula¢@o do transporte de aminoécidos e
dos processos de endocitose estimulados por retinol nas células de Sertoli, isto, ainda esta
sendo motivo de intensa pesquisa.

Com a finalidade de verificar se o retinol atuava a nivel da sintese protéica e em que
periodo este efeito poderia ser observado em culturas de células de Sertoli, incubaram-se
células controle e tratadas por diferentes periodos ( 15 min. até 720 min.) com retinol. Apds
cada periodo de tratamento com retinol as células foram incubadas em solugdo salina (BSS)
com leucina -!C por 15 min.

O tratamento de células de Sertoli com retinol provocou um aumento significativo na
incorporagdo de leucina-'C em proteinas. O efeito estimulatério do retinol na sintese protéica
analisado nesse sistema de ensaio, foi observado em todos os tempo de pré-tratamento com
retinol estudado. O estimulo da sintese protéica foi observada desde os 15 min., atingiu um
nivel méximo por volta das 3 h e mantéve-se nesse nivel até o final do experimento (12 h).

Considerando os longos periodos de tratamento (mais de 2 h) com retinol, tanto para a
andlise da sintese protéica como para o transporte de aminoécidos, o estimulo do transporte de
aminodcidos provocado, segundo Guidotti et al., 1978, por uma regulagdo adaptativa ao jejum
celular, foi evitado pelo fornecimento de todos os nutrientes essenciais no meio 199
administrados junto com retinol durante todos os periodos de pré-incubagdo (Figura VI.3.B do
apéndice).

Como ji foi repetidamente demonstrado, o retinol estimula a sintese de proteinas

gerais em diversos tecidos (Lotan, 1980) e, a sintese de proteinas caracteristicas do testiculo
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(Hugly e Griswold, 1987). No estudo do envolvimento da sintese protéica no transporte de
aminoéacidos estimulado por retinol, observamos inicialmente que a ciclo-heximida produziu
uma reducio significativa da sintese protéica basal. Esta substancia utilizada em condigdes
semelhantes também inibe o transporte basal de amino4cidos. Porém, o efeito estimulatério do
retinol no transporte de a-MeAIB'C foi observado dentro de poucos minutos e persistiu
mesmo com o bloqueio prévio da sintese protéica com ciclo-heximida.

A manutengio dos niveis de captagdo de aminodcidos estimulados por retinol, dentro
deste periodo estudado, mesmo com a sintese protéica inibida, indica que durante este periodo
asintese “de novo” nao € necesséria para esta agdo do retinol, e reafirma os dados desta tese
anteriormente discutidos, que o retinol tem uma ag@o direta nos componentes da membrana
celular.

O efeito rapido e direto do retinol na captagdo de aminodcidos em células de Sertoli
contrasta com os efeitos da insulina e glucagon nesta fun¢io. Esses dois hormonios aumentam
o transporte de aminoicidos numa variedade de sistemas celulares por uma estimulagio
dependente do tempo e sensitiva a ciclo-heximida (Goldfine et al., 1972; Lerner, 1985). Dados
semelhantes foram descritos para o mecanismo de agdo da prolactina no transporte de
aminodcidos em explantes de glandula mamaéria de camundongo (Rillema et al., 1992).

Substancia como o T3, a vitamina D3 e os andrégenos que sdo substincias de
indiscutivel fungdo na regulacdo da expressdo dos gens também exibem efeito répido no
fendmeno de transporte de membrana envolvendo alteragdes no metabolismo do célcio (Segal,
1990; Nemere e Norman, 1991; Lerner, 1985). Para os horménios da tiredide tem-se
observado um efeito sensitivo, rdpido e especifico no transporte de aminoédcidos através de um
processo envolvendo diretamente componentes de membrana e independente da sintese
protéica (Goldfine et al., 1975).

Os resultados até aqui apresentados demonstram o efeito estimulatério do retinol

no transporte de aminodcidos neutros em células de Sertoli de ratos imaturos. Para tentar
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esclarecer o mecanismo pelo qual o retinol estimula o transporte, foi examinado o efeito
imediato (minutos) € o efeito mediato (horas). Para isto, também foi estudado a influéncia do
tempo longo de tratamento com retinol no transporte de aminodcidos ja que a sintese prot€ica
ativa ocorre desde os primeiros 15 min. de tratamento com retinol. Nestes experimentos,
demonstrou-se que independente do periodo de tratamento prévio com retinol este ndo induziu
uma segunda fase de estimulo no transporte de aminoacidos, ou seja, o efeito do retinol no
transporte de aminodcidos é processado através de um mecanismo periférico localizado na ou
préximo a membrana plasmaética.

Apés Koening et al., 1989 terem demonstrado que a testosterona induziu uma
estimulagdo rdpida (< 1min) no transporte de aminodcidos neutros e de glicose em fatias de
cortex de rim de camundongo, muito se tem discutido sobre o mecanismo de agdo alternativo
para substancias de conhecida agdo nuclear (Koening et al., 1989; Segal, 1990; Nemere e
Norman, 1991; Rommerts,1992).

Embora o transporte de aminoicidos seja um processo diferente do transporte de
acucares os trabalhos de Goldfine et al., 1975, sustentaram a hipétese de que o T3 pudesse ter
modos de agdo os quais ndo necessariamente ligariam o efeito do T3 aos processos de
transcri¢do e tradugao.

Em células eucarifticas mantidas em cultura, no minimo alguns fatdres podem
estimular o transporte de agticares por processos insensiveis a ciclo-heximida e provavelmente
ndo requerem a sintese “de novo” de proteinas. Os trabalhos de Goldfine et al., 1975, ja
demonstraram que o T estimulou a capta¢do de aminodcidos ndo metabolizédveis, € que esta
estimulagdo, ocorreu imediatamente apds a exposi¢do do T3, sem requerer a sintese “de novo”
de proteinas.

Para a captagdo de DOG estimulada por T; em culturas de células de coragdo de
embrido de pinto Segal e Gordon, 1977, demonstraram que o transporte desta hexose €

imediato e linear até aproximadamente 8 h e mantém-se constante até 24 h, no entanto, €
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independente da sintese protéica durante as primeiras 6 h, mas, ap6s este perfodo a sintese “de
novo” de proteinas € requerida para a manuteng@o da captagdo de DOG.

No experimento realizado com doses saturantes de glicose (14 mM) no meio de
incubagdo (Figura VI.2. do apéndice), nenhum efeito no transporte de aminodcidos foi
observado quando os testiculos foram tratados (PI= 30 min. e I= 60 min.) com esta ose,
portanto, nenhuma correlagdo com o mecanismo de transporte de aminoacidos pdde ser feita.

O transporte de amino4cidos, estudado na presenca de ciclo-heximida em doses que
reduziram em 95 % a sintese de proteinas testiculares, foi ligeiramente inibido tanto em
condi¢des basais ou estimuladas mas, o efeito do retinol nessa condigd@o processou-se
plenamente. Resultados semelhantes ja foram descritos para a a¢gdo do FSH no transporte de
aminodcidos neutros em testiculos de ratos imaturos (Wassermann et al., 1989a).

O perfil temporal da ac¢do estimulatéria do retinol e FSH na incorporag@o de leucina-
“C em protefnas de culturas de células de Sertoli, demonstrou um efeito estimulatério
méximo atingido dentro de 3 h o qual se manteve durante as 12 h estudadas. Por outro lado, a
presencga de retinol ou de FSH somente durante o periodo de pré-incubag@o (15 min. a 12 h),
ndo alterou o transporte de aminoécidos, isto €, ndo demonstrou uma configuragao bifésica.

Com a finalidade de analisar se o efeito do retinol seria aditivo ao do FSH ja que
ambas substincias estimulam o transporte de aminodcidos, foi analisada a dose mais
responsiva de retinol e a dose mdxima do horménio anteriormente utilizada nesse trabalho
para a verificag@o da sensibilidade do método ao FSH.

Os resultados obtidos nestas condi¢des, mostram que a agdo estimulatdria do retinol e
do FSH no transporte de aminodcidos € observada aos 15 min. de incubag@o na presenga
desses agentes. Estas substdncias compartilham, pelo menos em parte, 0 mecanismo que
regula a captagio de aminoécidos ja que, ambas atuam no sistema "A" de transporte através de
canais de célcio dependentes da voltagem, sdo independentes da sintese "de novo"” de

proteinas, e seus efeitos ndo sdo aditivos.
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Como um todo, os resultados do estudo do mecanismo de ag@o do retinol provam que,
a agdo estimulatéria do retinol no transporte de aminodcidos ndo ocorre através da agdo
gendmica conhecida dessa substincia mas, provavelmente, por um mecanismo na superficie
celular. Esses resultados s3o semelhantes ao que ocorre com o sugerido para o T3 em vérios
tecidos em ratos “in vivo” e “in vitro” (Goldfine et al., 1975b; Segal e Gordon, 1977; Segal et
al., 1989 e Segal, 1990).

Numerosos trabalhos também tem se expandido sob o tema efeito ndo nuclear da
vitamina D3 (Nemere e Norman, 1991) e dos esterdides (Koening et al., 1989) e a anélise dos
processos de membrana como o transporte de aminoécidos, hexoses e endocitose tem sido
monitorizados sob os aspectos do envolvimento do ion célcio (influxo e efluxo), influéncia da
sintese protéica, alteragdes no potencial de membrana e regulagdo desses eventos pelas
poliaminas. Todos esses dados apontam para um mecanismo de agdo independentes dos
efeitos nucleares conhecidos, chamando atengfo para um mecanismo de ac@o alternativo para
essas substancias, mecanismo denominado “atividade na superficie celular”.

Praticamente todas as caracteristicas funcionais das células de Sertoli sofrem marcada
mudanca entre o nascimento € a puberdade. Aproximadamente aos 14 dias de idade em ratos
Wistar normais a diferenciagdo morfoldgica das células de Sertoli se torna mais acentuada.
Com a formag@o da barreira sangue-testiculo (entre os 18 e 19 dias de idade), o inicio da
secre¢do do fluido tubular, as proteinas e glicoproteinas secretadas pelas células de Sertoli
desviam-se para o epididimo e aparecem menos na circulagdo (Waites et al., 1985).

Todas as agdes conhecidas do FSH no testiculo como a sintese protéica e glicoprotéica
gerais e especificas do testiculo (Fakunding et al., 1976 e Osterman et al., 1983; Rich et al,,
1983; Skinner e Griswold, 1980; Bernard ¢ Wassermann, 1982), regulacao da atividade
enzimética (Fakunding et al., 1976; Tash et al., 1979) a divisdo, motilidade celular,
organizagdo dos microtibulos e microfilamentos (Solari, 1978; Marcum et al., 1978; Dedman

et al., 1979) e o transporte de aminoécidos (Irusta ¢ Wassermann, 1974) ocorrem durante o
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desenvolvimento e diferenciagdo das células de Sertoli em ratos (Means et al., 1980;
Fakunding et al., 1976 e Perez-Sanches e Wassermann, 1981).

Além dos potentes efeitos no controle da espermatogénese, varios outros processos
testiculares nas células de Sertoli estimulados por retinol também s3o regulados pela agdo do
FSH (Toebosch et al., 1989). Porém, ao contririo do horménio FSH, o retinol n3o ¢
sintetizado em um 6rgdo enddcrino especifico, mas produzido em diversos tecidos apds o
metabolismo da vitamina A e dos carotenos presentes na dieta (Chappel et al., 1983; Darmon,
1990).

Quanto ao transporte de aminoécidos, Irusta e Wassermann, 1974 encontraram uma
diminui¢io na captacio de a-AIB-!*C durante a maturagfio sexual. O efeito do FSH no
transporte de aminoécidos € idade dependente € mais pronunciado entre os 10 e 20 dias de
idade (Perez-Sanches e Wassermann, 1981), semelhantes a todos os efeitos conhecidos do
FSH no testiculo. Com a finalidade de esclarecer alguns aspectos do mecanismo de ag¢do do
retinol no transporte de aminodcidos, estudou-se a dependéncia da maturagdo testicular sob
este parametro.

O tratamento de testiculos “SCE” de ratos de 15 dias de idade com retinol, provocou
um aumento significativo na captacdo de aminoédcidos neutros, no entanto, testiculos “SCE™
de ratos de 30 e 35 dias de idade nenhum efeito estimulatério do retinol no transporte de
aminodcidos foi observado, assim como, a captagio basal de a-MeAIB-'“C caiu
drasticamente. Por outro lado, a regulag@o do transporte de aminodcidos por retinol no periodo
de maturidade sexual em ratos, até entdo comprovado como o maior periodo de atividade
secretdria nas células de Sertoli, merece maiores investigagoes.

A responsividade aguda das células de Sertoli a testosterona foi descrita por Means et
al., 1976 e Hansson et al., 1976. A testosterona, por seu turno, exerce agdo estimuladora sobre
o anabolismo protéico em culturas de células de Sertoli de ratos imaturos, este efeito foi bem
documentado pela aumentada sintese e secre¢do de ABP e transferrina através de um

mecanismo independente e sinérgico com o horménio FSH (Quirk e Reichert, 1988). Tal
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efeito ndo foi observado em culturas de células de Sertoli altamente purificadas provenientes
de testiculos de ratos de 21 a 23 dias de idade. Neste sistema, a expressdo do mRNA da sub-
unidade o da inibina foi aumentada pelo FSH mas ndo por testosterona (Toesbosch et al.,
1989).

Uma discussdo particularmente importante é que sob condigdes fisiolgicas a
concentragdo de andrégenos no testiculo € vérias vézes maior do que a concentragao periférica
normal, isto torna dificil entender porque as células testiculares sdo estimuladas por
andrégenos de maneira tao diferente das outras células alvo (Sun et al., 1989). De especial
relevancia para esta questdo € a corrente opinido que a agdo dos andrégenos em vdrias células
alvo seja mediada por somente um receptor (Brinkmann et al., 1992). Isto pode ser possivel
para aqueles efeitos bioldgicos, onde este Unico receptor de andrégenos nas células
testiculares requeira um nivel de saturagdo relativamente alto antes de ocorrer a interag@o
entre os fatores de transcri¢ao e a transcrigdo do gen. Entretanto, ndo é possivel explicar o
efeito dose-dependente dos andrégenos com este paradigma quando as concentragdes de
andrégenos sdo superiores aos niveis de saturagdo do receptor. Para explicar este fendmeno
andrégeno-dependente em altas concentragdes de andrégenos, uma das hipdteses teoricamente
postulada € um sistema secunddrio para a transduc@o dos sinais de andrégenos (Rommerts,
1992).

Dos resultados aqui apresentados, a utilizagdo de testosterona (doses farmacoldgicas),
num tratamento cronico e/ou agudo em testiculos “SCE” ou em culturas “SCE” provenientes
de testiculos de ratos imaturos, nao foi observado nenhum efeito da testosterona no transporte
de aminodcidos neutros. No entanto, em outros tecidos tem sido demonstrado que a
testosterona induz uma estimulagdo rdpida do transporte de aminoécidos, da endocitose € do
transporte de hexoses (Koening et al., 1982).

Recentemente, um estudo extensivo da agdo rdpida da testosterona em midcito
cardfaco de rato claramente demonstrou um efeito ndo-gendmico, provavelmente, mediada

através de receptores na membrana plasmatica (Koening et al., 1989). A testosterona
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estimulou um aumento transitério da atividade da ornitina descarboxilase seguida por um
aumento nos niveis de poliaminas, um subsequente aumento no fluxo de célcio o qual foi
seguido pela endocitose, transporte de aminodcidos e de hexoses através da membrana
plasmatica (Sheridan, 1991). Esses dados sugerem a existéncia de receptores para androgenos
na membrana plasmadtica, entretanto a natureza deste receptor ainda nao foi determinada.

Outra questdo a ser estudada sobre a relagdo de um possivel efeito da testosterona no
transporte de aminodcidos através de um mecanismo periférico semelhante ao seguido nesta
tese para o retinol € a regulacdo pardcrina testicular.

As células peritubulares do testiculo secretam uma proteina sob o controle de
andrégenos que modula a funcdo das células de Sertoli. A proteina produzida pelas células
peritubulares estimula as células de Sertoli a secretar ABP e transferrina semelhante ao efeito
méximo combinado do FSH, insulina, retinol e testosterona (Skinner e Fritz, 1985) e este
efeito tem um papel integral na manutencdo dos arranjos citocelulares € no ambiente
bioquimico nos tibulos seminiferos requeridos para o processo espermatogénico (Fritz, 1978),
no entanto, no presente estudo ndo foi observada a modulagdo do transporte de aminoécidos
pela testosterona nas células de Sertoli de testiculos inteiros em que a relagdo célula midide -

célula de Sertoli est4 conservada.
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V. CONCLUSOES

Dos resultados encontrados e discutidos anteriormente, pode-se concluir que:

1) O FSH de distintas espécies e origens estimula o transporte de aminodcidos neutros em
culturas de células de Sertoli. Este efeito é rdpido (minutos) e € observado apesar de uma
marcada diferenga na poténcia relativa do hormonio.

2) O tratamento de culturas de células de Sertoli com FSH aumenta a incorporagio de leucina-
14C em proteinas. Este estimulo do FSH ocorre a partir das 3 h de tratamento e perdura
durante 12 h.

3) A presenga de FSH durante um periodo prolongado de pré-incubagéo ( de 15 min. até 720
min.), ndo altera o transporte de a-MeAIB-14C, ou seja, o FSH ndo tem uma segunda fase
estimulatdria no transporte de aminoécidos.

4) O retinol nas doses de 10 e 20 pM tem um efeito estimulatério no transporte de
aminoédcidos em culturas de células de Sertoli aos 15 min. de incubagdo. Usando testiculos
inteiros "SCE", a pré-incubagdo com retinol (20 pM) aumenta o efeito estimulatério no
transporte de aminodcidos.

5) O retinol estimula o transporte de aminodcidos neutros em culturas de células de Sertoli
através de regulagdo efetuada sobre o sistema "A" de transporte, dependente de sédio e
energia.

6) A aclo estimulatéria do retinol no transporte de aminodcidos ocorre por um mecanismo
envolvendo canais de cdlcio dependentes da voltagem ( provavelmente do tipo "T" ).

7) O retinol estimula a sintese protéica a partir dos 15 min. e este efeito € observado durante
todo o periodo de tratamento (12 h).

8) Periodos longos de pré-incubagfo com retinol (até 12 h) ndo alteram o transporte de
aminodcidos, ou seja, o efeito do retinol é imediato e monofésico.

9) A ag@o estimulatéria do FSH e retinol no transporte de aminodcidos € obtida em 15 min. e

esta acdo do retinol ndo € aditiva com doses maximas de FSH.
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10) O retinol estimula o transporte de aminoacidos através de um efeito rdpido na membrana
ndo mediado pela sintese “de novo" de proteinas.

11) O retinol estimula o transporte de a-MeAIB-14C em testiculos "SCE" de ratos de 15 dias
e nenhum efeito € observado em ratos de 30 e 35 dias de idade.

12) O tratamento cronico e/ou agudo com testosterona nao tem efeito estimulatério no
transporte de aminodcidos em testiculos "SCE” ou em culturas de células de Sertoli de ratos

imaturos.

Dos resultados obtidos, de um modo geral, conclui-se que:

O FSH e o retinol estimulam o transporte de aminodcidos através de um mecanismo
parcialmente comum, ji4 que, ambas substincias atuam no sistema "A" de transporte
envolvendo canais de cdlcio de baixa voltagem; sdo independentes da sintese "de novo” de

proteinas e seus efeitos nao sao aditivos.
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VI. APENDICE

V.1. ESTUDO DO EFEITO DA VARIACAO DA CONCENTRACAO DE
0-MeAIB-14C BASAL E ESTIMULADO POR FSH EM CULTURAS DE
CELULAS DE SERTOLI

Para o estudo do efeito da variagdio da concentragio de aminoécidos
(0-MeAIB-14C) sobre o transporte basal e estimulado por FSH (0,1 ¢ 0,2 mU/ml),
utilizou-se um sistema de incubag@o com os seguintes grupos: 1°) Controles - Células de
Sertoli incubadas com BSS contendo 0,1 ou 0,2 pCi/ml de o-MeAIB-14C; 2° e 3°)
Células incubadas com BSS contendo o-MeAIB-14C 0,1 ou 0,2 uCi/ml e FSH de
hipéfise de suinos (NIH) nas concentragdes de 0,1 ou 0,2 mU/ml.

Neste experimentos as diferentes concentragdes de FSH influenciaram o
transporte de a-MeAIB-!4C e mostrou-se estatisticamente significativo em relagdo aos
grupos nao tratados com hormdnio. Ainda nesta figura pode-se observar que nas
mesmas condi¢Oes esperimentais, quanto maior a concentragdo de aminodcido marcado
maior a captagio celular deste aminoacido. Este resultado indica que qualquer destas
concentragdes de aminodcidos utilizadas estd distante da saturagdo e que, utilizando-se
0,2 puCi/ml  de a-MeAIB-14C o estimulo no transporte é observado em niveis
proporcionalmente mais altos do que com 0,1 pCi/ml. Entretanto, com 0,2 pCi/ml de

aminodcido marcado o transporte estimulado é melhor observado.

Os resultados sdo apresentados na figura VI.1.
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Figura VI.1. Efeito de Diferentes Concentracoes de o-MeAIB-14C Estimulada por
FSH em Culturas de Células de Sertoli.
I =15 min.

FSH de hipdfise de suinos - NIH

* Significativo em relagdo ao seu grupo controle correspondente, p < 0,05.

** Significativo em relag@o ao grupo 0,1 uCi/ml correspondente.

Os valores representam as médias + E.P.M. de 3 culturas de uma mesma preparacio

celular.

VI.2. INFLUENCIA DA GLICOSE (14 mM) SOBRE O TRANSPORTE DE

transpo

AMINOACIDOS NEUTROS EM TESTICULOS "SCE' DE RATOS
DE 35 DIAS DE IDADE

Com a finalidade de tentar esclarecer alguns aspectos do mecanismo do

rte de aminodcidos testiculares e estudar até que ponto este efeito teria uma

correlagdo com os efeitos da glicose neste aspecto, decidiu-se testar o efeito da glicose

(14 mM) sobre o transporte de aminodcidos neutros em testiculos "SCE" de ratos de 35

dias de

idade.
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Testiculos "SCE" de ratos de 35 dias de idade, foram pré-incubados durante 30
min. em KRb contendo glicose (14 mM). Seguido este periodo, as gdnadas foram
incubadas em meio fresco contendo glicose e o-MeAIB-14C. Para estudar a agdo da
glicose sobre este pardmetro, utilizaram-se dois grupos: 1°) Controle - testiculos
incubados em KRb e o-MeAIB-14C (0,2 pCi/ml); 2°) Grupo - testiculos incubados com
glicose (14 mM) e o-MeAIB-14C.

A figura VI.2 ilustra os resultados obtidos quando testiculos "SCE" de ratos de
35 dias foram incubados na presenga de glicose. Observa-se que esta hexose ndo teve

efeito sobre o transporte de o-MeAIB-14C.

tecido/meio

controle glicose

Figura VIL.2. Influéncia da Glicose (14 mM) sobre o Transporte de Aminoacidos
Neutros em Testiculos "SCE'’ de Ratos de 35 dias de idade

PI = 30 min.

I =60 min.

N.S.: Ndo ha diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle

Os valores representam as médias = E.P.M. Cada grupo consistia de 5 gdnadas.
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VL.3. INFLUENCIA DOS DIFERENTES MEIOS DE INCUBACAO NO
TRANSPORTE DE a-MeAIB-14C ESTIMULADO POR FSH OU
RETINOL EM CULTURAS DE CELULAS DE SERTOLI

Um aspecto analisado foi a influéncia dos meios utilizados (meio 199 ou BSS)
durante o periodo de incubagdo basal e estimulado por FSH ou retinol na presenca do
aminoécido marcado.

Como pode ser observado, os meios utilizados para medir a captagdo de o-
MeAIB-14C basal e estimulada por FSH ( nas doses 0,1; 0,2 e 0,4 mU/ml) (figura
VIL.3.A), ou retinol (10 pM) (figura VI.3.B), tem influéncias relevantes. O transporte de
aminodcidos estimulado por FSH ou retinol ocorre em niveis mais elevados quando
incubados em BSS. Portanto, frente a esses resultados, todos os experimentos pré-
tratados por periodos longos com FSH ou retinol foram feitos em meio 199, tanto em
transporte como em sintese) e, para a incubagio (15 min.), nos experimentos de sintese

protéica ou transporte de aminoécidos sempre foi utilizado o BSS.
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O " "‘«, J
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Figura VL.3. A e B. Influéncia dos Diferentes Nutrientes no Transporte de
Aminoacidos Estimulado por FSH ou Retinol em Culturas de
Células de Sertoli.

PI =15 min.

I=15 min.

Retinol: 10 uM

FSH de suinos NIH

* Significativo em relagdo ao seu grupo controle correspondente.

** Significativo em relagdo ao grupo BSS.

Os valores representam as médias + E.P.M. de 4 culturas de uma mesma preparagio

celular.
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