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RESUMO

As celulas de Sertoli sd@o celulas do epitélio seminifero que proporcionam um
suporte fisiologico e estrutural para a diferenciagéo das células germinativas.

A vitamina A € essencial para reprodugao dos mamiteros. Sabe-se que em ratos
deficientes em vitamuna A (VAD), as células germinativas cessam seu desenvolvimento
no micto da melose, ocorrendo a liberacdo das celulas imaturas. A espermatogénese €
restaurada por retinol (vitamina A) (Cavazzini, et al., 1996). As células de Sertol sdo
responsaveis por distribuir os retinoides apropriados para as ceélulas germinativas do
compartimento adluminal (Kim et al., 1993).

A estingomielina (SM), € um esfingolipidio que se destaca como um dos
principais fosfolipidios de membrana ¢é hidrolisada por estingomielinases em fostorilcolina
e ceramida (Testi, R, 1996). A ceramida € um conhecido segundo mensageiro
intracelular.

Apos a marcagdo metabolica com ['*C] colina. determinamos no extrato lipidico
a presenga de 4 bandas radioativas, identificadas como LPC, PC, e duas bandas de SM
(SM1 e SM2).

Neste trabalho analisamos o efeito do tratamento com retinol sobre o
metabolismo dos colina-fostolipidios de celulas de Sertoli em cuitura. As culturas
foram marcadas metabolicamente com ['*C - metil] colina e depois incubadas com
retinol. O tratamento com a vitamina, ndao alterou o metabolismo da SM, PC e LPC em
nenhuma das doses e tempos utilizados.

Ao analisarmos a distribuigdo da radioatividade nos lipidios marcados com | 14C -

metil] colina 20h apos o tim do periodo de incubagdo com o radioattvo veriticamos a

existéncia em celulas de Sertoli da atividade de esfingomielina sintetase.
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Os dados desse experimento  também mostram que  transferéncia da
radioatividade se da preferencialmente para SM1.

O tratamento com SMase bacteriana mostrou a existéncia em ceélulas de Sertoli
de dois pools de SM, um localizado na face externa da membrana celular,
correspondente a 65% do total e o restante correspondente a SM localizada no interior
da célula.

Também determinamos que o tratamento com retinol (5 ou 10 uM por 1 ou 2h),
ndo afeta as atividades SMase neutra citosolica e microssomal dé células de Sertol. O
tratamento com 10 uM de retinol por lh > a atividade basal de SMase - acida
lisossomal.

A fracdo microssomal de células de Sertoli possui uma atividade de SMase neutra
com pH 6timo em 7,5 ativada pelos ions Mn™* > Mg™* . Também foi determinado que a
atividade de SMase com pH o6timo em 0,6 presente na tracdo microssomal de tubulos

seminiferos esta localizada nas células peritubulares e/ou nas células germinativas.
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1. - INTRODUCAO

1.1- ORGANIZACAO DOS TESTICULOS:

Os testiculos de mamiferos sido divididos em dois compartimentos, 0s
tibulos semuniferos € o tecido intersticial vascularizado. Nos tubulos
seminiferos estdo as células germinativas, as células de Sertoli e as células
peritubulares constituintes da membrana basal dos tibulos. No intersticio
estdo as células de Leydig (Figura 1.1).

As duas maiores fungdes dos testiculos sdo a gametogénese e
secregdo da testosterona.

A hipofise anterior participa do controle destas fungles através da
secreg¢do das gonadotrofinas. O hormoénio foliculo-estimulante (FSH) tem
acdo direta sobre as células de Sertoli, estimulando-as a produzir, por
exemplo: nos mamiferos uma proteina ligadora de androgenos (ABP). O
horménio luteinizante (LH) atua sobre as células de Leydig, regulando a

produgdo de testosterona (Bardin et al., 1981).

1.2- CELULAS DE LEYDIG:

O tecido conjuntivo, que envolve os tibulos seminiferos de
vertebrados, diferencia-se na fase de amadurecimento sexual em células de
Leydig. Estas células s3o produtoras de esterdides, tendo

caracteristicamente um reticulo endoplasmatico liso mais desenvolvido.
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FIGURA 1.1: A: Seccio transversal de um tibulo seminifero.

a: Células de Sertoli; b: Espermatogbnia em mitose; ¢: Espermatocito I; d:
Espermatocito II; g: Membrana basal. Reproduzido de Baillére, Tindall and
Cox (1948).

B: Esquema representativo de um corte de tibulo seminifero e seus
componentes. Reproduzido de Junqueira & Carneiro (1985).



As células de Leydig produzem o horménio testosterona, que atua no
compartimento tubular como estimulo para a diferenciagdo das células
germinativas. Além desta acgdo local a testosterona que circula no sangue é
essencial para manter a fun¢do das glandulas acessorias do aparelho
reprodutor masculino e para o desenvolvimento e manutengio das
caracteristicas sexuais secundarias.

A produgdo de testosterona pelas células de Leydig depende do
hormonio luteinizante (LH) secretado pela adenohipofise.

As células de Leydig também influenciam a fung¢io das células de
Sertoli através da secreg¢do de peptidios e proteinas como, por exemplo:

activina/inibina, propiomielocortina, proencefalina (Bardin, et al.1993).

1.3- CELULAS MIOIDES PERITUBULARES

Nos tubulos seminiferos, abaixo da lamina basal encontra-se a lamina
propria que apresenta um envoltério caracterizado pela presenga de células
miodides, contrateis, unidas entre si por jun¢des do tipo ocludentes (tight
junctions). Quando ndo ocorrem estas juncdes ficam pequenos espagos
descontinuos entre as células midides. Estes pequenos espagos permitem

que o liquido intersticial e substancias nele dissolvidas alcancem e
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atravessem a lamina basal, desta forma, chegando as células de Sertoli e
espermatogémas.

As células mioides, que recebem este nome por apresentarem
caracteristicas ultraestruturais de musculo liso, sdo responsaveis pela
contracao ritmica que se observa em tubulos seminiteros de roedores. Os
mecanismos que controlam esta contracdo sao ainda desconhecidos.

Estudos recentes “in vitro” tem demonstrado que estas células
secretam componentes de matriz extracelular (fibronectina, colageno tipo 1 e
IV. proteoglicanos) e tatores de crescimento (PModS. TGEF-B. 1GK-1,
activina-A). Algumas destas substincias sdo conhecidas pelo efeito que
exercem nas tuncoes das células de Sertoli.

Além disso, tem sido reportado que as células mioides, tém receptores
para andrégenos e que estes receptores estdo envolvidos no metabolismo do
retinol. Considerando tudo 1sto. € evidente que as células mioides
peritubulares ndo sdo somente responsavels por proporcionar a integridade
estrutural do tubulo seminitero, mas também tomam parte na regulacdo da

espermatogénese e nas funcoes testiculares (Maekawa M. et al., 1996).
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1.4- CELULAS GERMINATIVAS

Os tibulos seminiferos estdo revestidos por um epitélio estratificado
que contém as células espermatogénicas (germinativas) ¢ as células de
sustentagdo (células de Sertoli).

As cé€lulas germmativas podem ser de varios tipos morfologicamente
diferenciaveis: espermatogdnias, espermatocitos primarios e secundarios,
espermatides e espermatozoides. Estas células representam estagios ¢ fases
sucessivas no processo continuo de diferenciagdo chamado espermatogénese

(Garcia et al., 1991).

1.5- ESPERMATOGENESE

O desenvolvimento das células germinativas masculinas micia com a
espermatogonia ainda ndo diferenciada. A espermatogénese pode ser
dividida em trés fases.Na primeira fase, espermatogonias ndo diferenciadas
dardo origem a espermatogoOnias diferenciadas € a uma nova geracdo de
espermatogonias indiferenciadas. As espermatogonias ja diferenciadas dardo
origem aos espermatocitos.

Na segunda fase, os espermatocitos sofrem divisdes meidticas
formando células haploides que sdo as espermatides. Na terceira fase,
denominada espermiogénese, as espermatides diferenciam-se em

espermatozoides que sdo liberados na luz do tubulo seminifero (Toebosch,

1990).
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Células germinativas em diferentes estagios de diferenciagdo podem
ser observadas em todo epitélio seminifero. As células nas fases iniciais de
sua diferenciagdo se encontram perto da base do tubulo enquanto as células

mais diferenciadas se situam-se proximas a luz do tabulo (Garcia et al,,

1991).

1.6- BARREIRA HEMATO - TESTICULAR

ApoOs as espermatogbnias e 0s espermatocitos pré-leptoteno e
leptoteno, as superficies laterais das células de Sertoli se aproximam de tal
maneira entre si, que se¢ conectam profundamente por especializagbes de
membrana do tipo ocludente (tight junctions). Estabelecendo-se assim,
uma barreira hemato-testicular altamente eficiente. A existéncia desta
barreira cria, nos tibulos, dois compartimentos : o basal e o adluminal
(Okanlawon et al. 1996).

Em ratos a camada de células miodides peritubulares representa um
componente significativo da barreira hemato - testicular. Forma-se, nesses
animais, uma intera¢do entre as células peritubulares e as células de Sertoli
mediada pela matriz extracelular (Skinner,1991). Esta interacdo forma um
espécie de pré-filtro que precede a barreira propriamente dita (Dym, 1994).

As células germinativas, que j4 entraram em processo meidtico

(espermatocitos maduros e espermatides) ndo tém acesso hivre ao liquido
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intersticial, dependendo das células de Sertoli para este acesso, pois estdo
posicionadas sempre depois das espermatogénias em dire¢do a luz do
tubulo, no compartimento adluminal ( Okanlawon et al. 1996).

A especificidade das barreiras sangue-tecido, tem sido relacionada
com a presenca da proteina 3-trace. Esta proteina parece ser importante nos
processos de transporte através de barreiras sangue-tecido, na sua
maturagdo e manuten¢do. Hoffmann , et al. (1996) determinaram a presenga

desta proteina na barreira hemato-testicular.

Romanenko, et al. (1996) mostraram que alteragdes na estrutura de
diferentes componentes da barreira hemato-testicular podem levar ao
desenvolvimento de infertilidade .

A relagdo entre atividades de proteases e anti-proteases € 0 processo
de formagdo da barreira hemato - testicular foi demonstrada por Okanlawn
et al. (1996). Os autores trataram culturas de células de Sertoli com uma
droga com atividade de anti-protease, a cloroquina, e outra que atua como
estimuladora da atividade lisossomal, o cloreto de amonio, estas drogas
aumentaram a resisténcia trans-epitelial das culturas, estes resultados

sugerem um aumento no processo de formagdo da barreira.
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1.7- CELULAS DE SERTOLI

As células de Sertoli se encontram nas paredes dos tubulos
seminiferos, com suas bases apoiadas na lamina basal e seus apices livres
para luz tubular, sao colunares altas. A  parte basal destas células ¢
estreita, as faces laterais apresentam muitos processos nos quais acomodam-
se os espermatocitos € espermatides. A parte apical tem muitas projecoes,
englobando as espermatides tardias € os espermatozoides 14 aptos para se
langarem no limem do tibulo seminifero. O nucleo apresenta uma forma
uregular, esta localizado na parte basal. O nucleoplasma € relativamente
homogéneo exceto pela presenca de um nucléolo central rodeado por duas
massas de heterocromatina centromérica. Na parte basal das células de
Sertoli encontra-se abundante reticulo endoplasmatico, também estao
presentes gotas de lipidios, microfilamentos, grios de glicogénio, muitas
mitocondrias alongadas e um evidente complexo de Golgi. O complexo de
Golgi é grande. mas ndo esta associado a granulos de secrecdo. A estrutura
do nucleo e do complexo de Golgi € consistente com a sintese e rapida
secrecdo de proteinas sem estoque mtermadiario em granulos de secrecdo
(Garcia et al.. 1991).

As células de Sertoli estdo intimamente associadas com a progénie de
espermatocitos em tase de diterenciacdo. regulando a espermatogenese,

nutrindo e sustentando as células germiativas.



As células de Sertoli também sdo responsaveis pela elaboragdo do
fluido presente nos tibulos seminiferos, do mesmo modo sintetizam e
secretam varias proteinas especificas, entre elas a proteina ligadora de
androgenos (ABP). esta proteina tem grande afinidade pela testosterona e
age retendo esteroides nos tubulos seminiferos, a ABP ¢ responsavel pelo
transporte de testosterona (Garcia et al., 1991). Outra proteina que se
faz importante ¢ a transferrina testicular uma proteina que parece transportar
ferro até as celulas germinais. A proteina correspondente, transportadora de
ferro no sangue, a transterrina sérica se une a receptores especificos
presentes nas celulas de Sertoli sendo captado, no citoplasma, o terro ¢
transterido para a proteina testicular que o transporta até as células
germinativas em desenvolvimento no compartimento adiummal do epitéhio
seminifero (Bardin et al., 1993).

Os produtos secretados pelas celulas de Sertoli criam um ambiente
propicto para o desenvolvimento das ceélulas germinativas € promovem
sistemas de sinais entre os varios tipos de celulas testiculares. Esses
produtos secretorios mantém a homeostase no tubulo semmitero que ¢
essencial para a manutencao da celula germinativa (Skmner, 1987). O
hormonmio toliculo estimulante (FSH) juntamente com outras substancias
atuam de forma endocrina, paracrina ou autocrina regulando a funcao da

celula de Sertolr.
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O FSH liga-se a receptores especificos na membrana da célula de
Sertoli (Fakunding et al., 1976 ; Fritz et al, 1976). A presenga dos
receptores nestas células varia com a idade do animal, nos periodos fetal ¢
pré - pubere o FSH ¢ essencial para proliferacdo da célula de Sertoli (Orth,
1984).
A fagocitose também ¢é uma fun¢do bem conhecida das células de
Sertoli, elas fagocitam os restos citoplasmaticos das espermatides, gerados
durante a espermiogénese e células germinativas que iniciam sua

diferenciagéo e se degeneram.

Jungdes do tipo nexus (gap junctions) foram observadas entre as
células de Sertoli, permitindo a passagem de ions e pequenas moléculas de
uma célula para outra, estabelecendo comunicagdes entre as células
vizinhas, provavelmente, ai esteja a explicagdo para o sincronismo durante

a espermatogénese (Garcia et al., 1991).

1.8- CELULAS DE SERTOLI EM CULTURA

A cultura primaria de células de Sertoli tem sido usada em estudos
referentes a efeitos de hormoénios como o FSH, insulina, IGF-I e andrégenos

sobre a produgio e liberacdo de varios produtos.
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O método de isolamento das células de Sertoli envolve, o tratamento
do tecido testicular com enzimas, como: tripsina e colagenase. Os agregados
celulares resultantes, contém aproximadamente 70% de células de Sertoli
(Tung et al., 1984). Apos a incubagdo em plastico com meio quimicamente
definido por 3 ou mais dias, esta percentagem aumenta para 90%, porque as
células germinativas contaminantes ndo sobrevivem junto as células de
Sertoli. Adicionando soro ao meio de cultura, as células peritubulares
contaminantes proliferam e podem tornar-se um tipo celular dominante nas
culturas (Tung et al., 1984).

Oonk et al. (1985) propuseram que um duplo tratamento com
colagenase seguido por agitagdo mecanica e centrifugagdes resulta em uma
cultura com pelo menos 94% de células de Sertoli. Outros autores, como
Tung e Fritz (1984) utilizaram para obtencdo de culturas, com cerca de 98%
de pureza, tratamentos enzimaticos com tripsina, DNAse, colagenase e
hialuronidase, sempre seguidos de agitagdo mecdanica e centrifugagdes. A
presenga de células peritubulares como contaminantes, mesmo em baixa
quantidade, pode modificar a resposta das células de Sertoli em cultura.
Sabe-se, por exemplo que a secregdo de ABP e transferrina pelas células de
Sertoli é maior em presenca de células peritubulares (Hutson e Stocco,

1981; Skinner e Fritz, 1985).
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A func¢io das células de Sertoli in vitro pode ser influenciada também
por contaminagdo com células germmativas; Galdieri et al., (1984)
mostraram que o efeito do FSH na indugdo da secre¢do de ABP era devido a
contato direto entre as células de Sertoli e as células germinativas.

As células germinativas sdo sensiveis a mudanga de osmolaridade,
quando se aplica um choque hiposmético as culturas, remove-se
seletivamente as células germinativas (Galdieri et al., 1981).

Co-culturas de células de Sertoli com uma quantidade conhecida de
células peritubulares e/ou células germinativas podem ser usadas para
investigar os efeitos diretos destes tipos celulares nas células de Sertoli, e os
efeitos indiretos dos hormonios via células peritubulares.

Grima et al (1997) mostram que quando células de Sertoli sdo
semeadas em alta densidade (1 x 10° células / cm® ) ou com células
germinativas na razio de 1:2, pode-se observar a formagdo de tight

Jjunctions nas culturas.
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1.9- RETINOL

Os efeitos da vitamina A no crescimento, desenvolvimento e
manuteng¢do dos tecidos epiteliais sdo mediados pelos seus metabolitos. Os
retindides controlam a expressdo génica através de receptores nucleares para
o acido retindico, pertencentes a uma familia de receptores para os
hormoénios esterdides. O complexo ativado acido retindico-receptor interage
com a cromatina para estimular a sintese de proteinas que mediam uma
série de fungdes fisiologicas.

Vitamina A ¢ essencial para reprodug¢do dos mamiferos. Sabe-se que
em ratos com uma dieta deficiente de vitamina A (VAD), as células
germinativas cessam seu desenvolvimento no inicio da meiose , ocorrendo a
liberagdo das células imaturas. A espermatogénese ¢ restaurada por retinol
(vitamina A), mas ndo por uma dieta suplementada com acido retindico. No
entanto, a injecdo intraperitoneal de altas doses de acido retinodico, induz a
re-iniciagdo do processo espermatogénico em ratos VAD (Cavazzini et al.,
1996).

Também ja foi demonstrado que o excesso de vitamina A causa
alteragdes nos testiculos. Lamano Carvalho et al.(1978) demonstraram, em
ratos adultos, que a hipervitaminose A causa diminui¢do na massa testicular,

lesdes no epitélio seminifero e redugcdo dos volumes do tecido iterticial e
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dos nicleos das células de Leydig. Estas alteragdes levam a uma alteragdo
no ritmo da espermatogénese.

Misro et al. (1997) mostraram que altas doses de retinol, mesmo que
administradas por um curto periodo, sdo deletérias para o desenvolvimento
das células germinativas em ratos imaturos. O excesso de vitamina A
impede a progressdo da espermatogénese, que € interrompida no estagio de
espermatides redondas.

As altas doses de acido retindico (RA) que sdo requeridas para
restabelecer a espermatogénese, podem, pelo menos em parte, refletir a
reduzida capacidade deste retindide em atravessar a barreira hemato-
testicular. Desta forma, esta barreira limita o livre acesso dos retindides
para o epitélio seminifero. As células somaticas que circundam os tibulos
seminiferos, células de Sertoli ¢ midides peritubulares, captam o retinol, que
no plasma esti ligado a proteina plasmatica ligadora de retinol (RBP).
Ambos tipos celulares contém receptores nucleares para acido retindico
(RARs) e relativamente altos niveis de proteina celular ligadora de retinol
tipo I (CRBP-I), enquanto a proteina citosdlica ligadora de acido retindico
tipo I (CRABP-I) foi somente detectada em células de Sertoli (Cavazzini et
al., 1996). As células de Sertoli sdo responsaveis por distribuir os retinoides
apropriados para as células germinativas do compartimento adluminal (Kim.

et al., 1993).



oo, o

15

As células de Sertoli em cultura captam retinol do complexo
transportador plasmatico e rapidamente o convertem em retinil - ésteres
(Shingleton et al.1989%). A concentragdo de retinil-ésteres em culturas de
células de Sertoli estd na mesma ordem de grandeza da encontrada nos
hepatdcitos, sendo significativamente maior que em outras células
testiculares (Bishop e Griswold, 1987).

A expressdo de CRBP, bem como de outros produtos secretados
pelas células de Sertoli sdo positivamente reguladas por retinoides, e muitos
destes efeitos sdo mediados pela ativacao dos receptores nucleares de acido
retinaico.

De Luca, em 1977 verificando o papel da vitamina A nas reagdes de
glicosilagdo em membranas de mamiferos, propds a formacdo de retinil-
fosfato-manose e de retinil-fosfato-galactose que seriam intermediarias no
processo de glicosilagdo. Sugeriu também que pelo menos no figado, a
transferéncia de manose a partir de retinil-fosfato-manose era feita
diretamente para a proteina e nio para intermediarios lipidicos, como no
caso do dolicil-fosfato-manose.

Culturas de células de Sertohi de ratos de 10 a 20 dias respondem ao
tratamento combinado com FSH, insulina, testosterona e retinol com um
aumento na secre¢do de transferrina (Skinner and Griswold, 1982). Os

resultados desse trabalho sugerem que a insulina tem influéncia na resposta
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das células de Sertoli a cada um dos outros horménios e ao retinol. Esses
autores também mostraram que o acido retindico estimula a secre¢do de
transferrina mais efetivamente que o retinol.

Guma, 1992 sugeriu a vitamina A, na forma de retinol ou ac.retindico,
possa atuar sobre a glicosilagdo de proteinas em células de Sertoli, via
ligagdo com seu receptor nuclear. A autora demonstrou que o retinol
estimula a atividade do dolicil-fosfato-manose - sintase em culturas de

células de Sertoli.

1.10- METABOLISMO DA VITAMINA A

A vitamina A existe na dieta na forma de retinil - ésteres ou de [B-
carotenos. Os ésteres sdo hidrolisados por esterases especificas € o retinol
absorvido pelas células da mucosa intestinal. O B-caroteno é primeiramente
absorvido e entdo enzimaticamente clivado em 2 moléculas de retinal que
sdo reduzidas a retinol. Apds a absorgdo intestinal, o retinol ¢ esterificado
com um acido graxo de cadeia longa (geralmente o acido palmitico) e
transportado como retinil - éster nas quilomicras, pela linfa até a circulagéo
sangiiinea, de onde ¢ captado e armazenado pelo figado (Lotan, 1980).

A mobilizagdo e o transporte da vitamina A, a partir dos estoques
hepaticos requer hidrdlise dos ésteres de retinila e conjugacdo do retinol

livre com a proteina plasmatica carregadora de retinol (RBP), produzida
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pelo figado. A RBP-retinol , normalmente associada com uma pré-albumina
chamada transtirretina (TTR), é liberada paré a circulagdo, transportando o
retinol até os tecidos alvo (Griswold, et al.,1989).

O 4cido retindico é encontrado em pequenas quantidades na dieta, ¢
transportado no sangue associado a albumina. Por isso, € plausivel assumir
que analogos sintéticos sejam também transportados associados a albumina.
Ao contrario do retinol, o RA ¢ rapidamente metabolizado e excretado
(Lotan, 1980).

Os mecanismos bioquimicos responsaveis pela captagdo do retinol
nos tecidos alvos ainda ndo sdo bem compreendidos, havendo duas
hipéteses diferentes que tentam explicar essa etapa do metabolismo da
vitamina A . Uma das hipdteses € a da captagdo mediada por receptores de
superficie celular para RPBs, enquanto a outra suporta a idéia de que a
captagdo do retinol ocorre por difusdo passiva (Ross, 1993b).

A captagdo do retinol mediado por receptores de RBP tem sido
descrito para varios tecidos.

Soprano e Blaner (1994), por outro lado, discutem que o complexo
retinol-RBP-TTR chega na membrana plasmatica da célula, se dissociando e
liberando retinol, que difunde-se pela bi - camada hipidica. Uma vez dentro
da bi - camada, ha um rapido estabelecimento de equilibrio de retinol entre o

interior e o exterior da bi - camada lipidica (“flip-flop™).
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As investigagdes de Creek et al. 1993 com queratindeitos comprovam
essa segunda hipotese. Eles adicionaram [*H]retinol ligado a RBP no meio
de cultura, observando que ocorria uma lenta captagdo deste. Quando
adicionaram retinol sem RBP, verificaram que ocorria uma rapida captagdo,
concluindo entdo que o retinol ndo depende da RBP para ser captado, mas
que ela controla a sua hiberagdo para as células. Shingleton et al., 1989
relataram que culturas de células de Sertoli captam retinol através do
reconhecimento do complexo retinol-RBP pela superficie celular, com
subseqiiente internalizagao do retinol.

O conteido de RA dos testiculos é independente dos niveis de
retindides do plasma. A producdo de RA enddgeno assume particular
relevancia pelo seu possivel papel na manutengdo dos processos
dependentes de vitamina A nos tubulos seminiferos (Cavazzini et al., 1996).

O processo de conversio do retinol a acido retindico, envolve
primeiramente a oxidacdo do retinol a retinal e subseqiiente a oxidagdo do
retinal a acido retinodico. Através dos anos, algumas enzimas envolvidas no
metabolismo do retinol e retinal foram identificadas, purificadas e
caracterizadas, estas enzimas utilizam os retindides como substrato e
regulam os niveis de 4dcido retindico. A dlcool desidrogenase e a
desidrogenase/redutase de cadeia curta catalisam a conversdo de retinol para

retinal, uma reagdo reversivel.  Apds, entram em ac¢do a aldeido
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desidrogenase ¢ a citocromo P450, catalisando a oxidagdo de retinal a

acido retinoico, esta reacdo € mrreversivel (Figura 1.2) (Duester, 1996).
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FIGURA 1.2: Mecanismo proposto para sintese de acido retinéico (RA)
e armazenamento de retindides. RBP: proteina plasmatica ligadora de
retinol; CRBP: proteina celular ligadora de retinol; CRABP: proteina celular
ligadora de acido retindico, ADH: alcool desidrogenase; SDR:
desidrogenase/redutase de cadeia curta; ALDH: aldeido desidrogenase;
P450: citocromo P450; Reproduzido de Duester (1996).

1.11- RECEPTORES NUCLEARES PARA ACIDO RETINOICO

Duas familias de receptores para retindides foram identificadas:

RAR (receptor para acido retindico) e RXR (receptor X para retinoides),
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geralmente aparecem como heterodimeros RAR/RXR os quais se ligam em
sequéncias regulatorias de génes especificos, regulando a transcri¢do.

Células de Sertoli expressam CRBP, RAR-a, RAR-B ¢ RXR-a, as
células germinativas expressam a CRABP ¢ RAR-a.

Sabe-se que a sintese de RAR-o ¢ induzida por retinol ou acido
retinodico em células de Sertoli, enquanto a de RAR-B ndo. Isto sugere que o
mecanismo de acao de retinoides pode ser diferente durante o
desenvolvimento embriogénico, 1sto €, quanto mais diferenciado o tecido
maior serdo os nivels de retindides. Muitos estudos sugerem que o
mecanismo de acdo do retinol em testiculos pode ndo ser um mecanismo
simples, mas um mecanismo multiplo devido a estrutura e orgamzacgao
funcional dos testiculos (Duester, 1996).

Além dos bem conhecidos efeitos mediados pelos receptores
nucleares, 1a existem trabalhos sugerindo que os retindides também atuariam
nas células por mecanismos que nao envolvem estes receptores.

Diakoure et al (1996) sugerem que em células de adenoma humano os
retmoides (KA) teriam um efeito nao transcripcional aumentando os niveis
de AMPc. LEste efeito . levaria a uma rapida hiberagdo do hormonio de
crescimento.

Loss et al. (1997) mostraram que o tratamento com retimol provocava

a estimulacao do transporte de aminoacidos em testiculos de ratos imaturos
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e da captacdo de Ca™ em células de Sertoli. Os autores demonstraram que
o retinol induz uma resposta oscilatéoria no potencial de membrana das
células de Sertoli, e sugerem que esta mudanga cletrofisiologica esteja

relacionada com sua ag¢do estimulatoria sobre o transporte de aminoacidos e

captagdo de Ca*™.

1.12- ESFINGOMIELINA

Em 1874, Thudichium isolou e caracterizou de tecido nervoso uma
substancia solivel em éter, que foi denominada esfingomielina (SM). Por ter
sido inicialmente isolada de tecido nervoso, sugeriu-se que seria um lipidio
envolvido na fungdo cerebral. Posteriormente a presenga de SM em varios
outros tecidos mostrou sua importancia bioldgica universal (Koval &
Pagano, 1991).

A esfingomielina, classificada como um esfingolipidio, destaca-se
como um dos principais fosfolipidios de membrana, perfazendo
aproximadamente de 5-20% dos fosfolipidios celulares. Encontra-se
principalmente na parte externa das membranas celulares, € hidrolisada por
esfingomielinases em fosforilcolina e ceramida. A fosforilcolina € liberada
em meio aqiioso enquanto a ceramida se difunde dentro das membranas,
agindo como um mensageiro intracelular. A esfingomielina ¢ sintetizada a

partir de ceramida e um grupo fosforilcolina que pode ser derivado de
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fosfatidilcolina (a¢do da ceramida: fosfatidilcolina fosforilcolinatransferase)
ou de CDP-colina ( agdo da CDP- colina: ceramida fosforilcolinatransferase)
(Figura 1.3).

Robinson et al.(1992) demonstraram que em testiculos e
espermatozoides de mamiferos existem esfingomielinas contendo acidos
graxos polinsaturados de cadeia muito longa (VLCFA-SM). Estes lipidios
parecem ser exclusivos de testiculos, os autores postulam seu papel no
processo reprodutivo. Estes fosfolipidios parecem ser cruciais na
manutengdo da integridade da membrana do espermatozoide, facilitando sua
sobrevivéncia no trato reprodutivo feminino. Pode-se também especular que
as VLCFA-SM e/ou seus produtos de degradagdo (VLCFA e/ou ceramida)
possam ser metabodlicamente ativos e envolvidos na regulagdo das fung¢des
reprodutivas.

A VLCFA-SM foi encontrada exclusivamente em tabulos seminiferos
de ratos adultos, sugerindo que a VLCFA-SM dos espermatozoides origina-
se das células germinativas e/ou das células de Sertoli (Robinson et al.,

1992).
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FIGURA 1.3: Rotas do metabolismo da esfingomielina. Esfingomielina ¢
composta do grupo fosforilcolina, um acido graxo de cadeia longa saturada
ou insaturada e uma base esfingdide predominantemente esfingosina. A ag¢do
da esfingomielinase (E1) ¢ o tinico mecanismo conhecido de hidrolise da
esfingomielina em células de mamiferos. A sintese de esfingomielina pode
se dar pela agdo da ceramida: fosfatidilcolina fosforilcolinatransferase (E2)
ou pela acdo da CDP-colina: ceramida fosforilcolinatransferase (E3).
Adaptado de Zeisel, 1993.

1.13- ESFINGOMIELINA E MEMBRANAS CELULARES

Estudos mostram que o conteido de esfingomielina parece estar
relacionado com as propriedades mecanicas das membranas. Em eritrocitos,
o aumento da razdo esfingomielina/fosfatidilcolina parece estar associado
com um aumento na microviscosidade da membrana, determinada por
estudos de polarizacdo. A estabilidade dos eritrocitos em condigdes iso-

osmoticas se eleva com o aumento da quantidade de esfingomielina, embora
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a resisténcia a choques osméticos seja menor. A permeabilidade das
membranas de eritrocitos de varias espécies de mamiferos também esta
correlacionada com o conteddo de esfingomielina. Em geral, a
permeabilidade para moléculas para as quais ndo existe um sistema
especifico de transporte ¢ que aumenta com o conteudo de esfingomielina

(Barnholz & Thompson, 1980).

1.14- ESFINGOMIELINA E TRANSDUCAO DE SINAL

A acumulacdo transitoria de ceramida, obtida da degradagdo da
esfingomielina, foi reconhecida nos eventos de sinalizacdo ligado aos
diferentes receptores da superficie celular, incluindo os receptores para
interferon-y, TNF-o. (fator de necrose tumoral), interleucina-18, CD95
(Faz/Apo-1), NGF (fator de crescimento de células nervosas), receptor
P75™ ¢ CD28 (Hannun, 1996).

Okazaki, et al.(1989) mostraram através de seus estudos a indugdo da
hidrélise de esfingomielina (SM) pela vitamina D; em células HL-60 e
conseqiientemente a producdo de ceramida e fosforilcolina. Os niveis de
SM, ceramida e fosforilcolina retornam a linha basal em 4h, sugerindo a
ressintese da SM, desta forma completando o ciclo da SM. Estudos em
células HL-60 mostram que 1,25 dihidroxivitamina D5 causa a ativagdo de

uma esfingomielinase independente de Mg"* (neutra), (Hannun, 1996).
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Além disso, a hidrolise da esfingomielina esta associada com
respostas celulares ao stress, provocado pela remocdo de nutrientes ou
irradiagao.

O acumulo de ceramida leva a uma reprogramacdo celular, em
alguns casos utilizando-se os analogos permeaveis da ceramida (C2-C6),
observa-se a indugdo de apoptose, senescéncia celular, diferenciacdo
terminal ou ainda o bloqueio do crescimento celular em diversos tipos

celulares (Hannun, 1996).

1.15- ESFINGOMIELINASES

Ja foram 1dentificados varios tipos de atividades de esfingomielinase,
(E.C.3.1.4.12) enzima responsavel pela degradagdo da esfingomielina: a)
uma enzima lisossomal com pH 6timo em cerca de 5,0 que é amplamente
distribuidas nos tecidos; b) uma enzima neutra associada a membrana,
estimulada por Mg*™ que foi encontrada predominantemente no cérebro e
nos rins; ¢) uma enzima citosolica com pH 6timo neutro, que nio apresenta
dependéncia por cdtions divalentes; d) uma enzima acida estimulada por
Zn*? que foi descrita somente em soro fetal bovino ¢ em pequena quantidade
em soro de recém nascidos humanos. Schissel et al., (1996) descreveram
uma atividade de esfingomielinase que € secretada por macrofagos, por

fibroblastos de pele, por células da microglia e por varios outros tipos de
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células em cultura, essa enzima ¢ inibida durante a diferenciacdo de
monocitos para macrofagos, e) Alessenko e Chatterge, (1995) encontraram
que micleos de células hepaticas possuem uma atividade de esfingomielinase
com pH 6timo em 7,2, f) Vanha-Perttula, (1988) descreveram em plasma
seminal bovino uma atividade de esfingomielinase que tem pH 6timo em 6,5
e que ¢ ativada por Co™>Mn**>Cd"*>Ni*.

Testi, (1996) relatou que em células HL-60, um tipo de
esfingomielinase neutra dependente de Mg™ ¢ ativada em resposta ao
TNF-a., e que o acido araquiddnico causa a acumulagdo de ceramida e
ativacido deste tipo de esfingomielinase. Também foi identificada nestas
mesmas células uma esfingomielinase neutra independente de Mg™
localizada no citosol, também ¢ ativada por acido araquiddnico.

A esfingomielinase acida ( pH otimo 4.5-5.0), a qual requer
diacilglicerol para ser ativada, localiza-se nos endossomos e lisossomos.
Esta esfingomielinase acida tem sido proposta como mediadora de algumas
atividades do TNF-a. especialmente na regulagdo do NF-kB (fator nuclear
kB). Ja foi identificado o codigo genético para esfingomielinase éacida, o
mesmo ndo acontecendo para esfingomielinase neutra, mas sabe-se que séo
distintos, isto, foi confirmado por estudos genéticos recentes da

esfingomielinase acida em camundongos (Testi R. | 1996).
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Nestes estudos deletou-se o gene da esfingimielina acida e¢ foi
observado que ainda existia atividade de esfingomielinase neutra. Devido a
complexidade e diversidade dos caminhos metabdlicos iniciados pela
hidrélise da SM, a resposta a ceramida parece depender do estado de
diferencia¢do e ativagdo das células, bem como da interferéncia de outros
eventos de sinalizacdo celular. Muitas evidéncias levam a hipotese de que a
localizagdo subcelular da hidrolise da SM e liberagdo da ceramida deve ser
critica para o resultado final.

De fato, diferentes pools de esfingomielina sdo potencialmente
disponiveis para a agdo de esfingomielinases durante o ciclo de biogénese e
degradagdo da membrana (Testi R. , 1996).

Em nosso laboratério Raimann (1996) descreveu em tibulos
seminiferos de ratos, uma atividade de esfingomielinase ligada a membrana

com pH 6timo em 6,6 e ativada por Mn*? .
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1.16- OBJETIVOS

Trabalhos anteriores de nosso grupo mostraram que retinol aumentava
o turnover de SM em células de Sertoli metabdlicamente marcadas com
[**]P-fosfato (Guma et al, 1994). Também foi demonstrado que o tratamento
com 10uM de retinol por 30 e 60min diminuia o conteudo de SM em células
de Sertoli (Raimann et al, 1995). Estes resultados levantaram a possibilidade
da existéncia em células de Sertoli do chamado ciclo da esfingomielina e da
modulagdo desta rota de sinalizagdo pelo retinol.

O presente trabalho teve como objetivo geral investigar o papel do
retinol sobre o metabolismo dos colina fosfolipidios em células de Sertoli e
caracterizar as atividades de esfingomielinase presente nestas células.

Para atingir este objetivo geral, estabeleceu-se as seguintes metas:

e Identificar ¢ quantificar os colina-fosfolipidios.
e Verificar o efeito do tratamento com retinol sobre os colina-fosfolipidios.
e Caracterizar as atividades de esfingomielinase, verificando o pH 6timo e

o efeito de ions sobre estas atividades.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1- MATERIAL

Tripsina 1:250 (Difco)

Inibidor de tripsina tipo I-S (Soybean) (Sigma)

Colagenase tipo I (Sigma)

DNAse tipo I (Sigma)

Hialuronidase tipo I-S (Sigma)

Meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco - DMEM

(Sigma)

Soro albumina bovina (Sigma)

Soro fetal bovino-SFB (Cultilab)

Fungizone (Laborclin)

-Gentamicina-Garamicina (Schering-Plough)
- Esfingomielina de cérebro de bovinos (Sigma)
-[**C-metil] Esfingomielina - 47mCi/mmol (Amersham Life Science)

- ["*C-metil] Colina - 55mCi/mmol (Amersham Life Science)

Todo material (vidraria, pipetas, filtros, etc.) utilizado em culturas de
células foi lavado com Extran alcalino (Merck), enxaguando exaustivamente
com agua da torneira e por imersdo em agua destilada ( sete vezes em agua

destilada em vidro).
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A widraria (copos, tubos de ensaio, pipetas Pasteur, etc.) e 0 material
cirtrgico foram esterelizados em autoclave a 120° C e 1 atm por 40 minutos
e, posteriormente mantidos em estufa seca a 120° C até o momento do uso.
Os filtros com membranas de 0,2um foram autoclavados por 20 minutos a
120°C al atm.

As solugdes salinas, enzimas e meios utilizados nas culturas foram
esterelizados por filtragdo através de membranas de 0,2um. A esterilidade
de todas as solugdes foi testada por semeadura em caldo de carne para
cultura bacteriana pelo menos 24 horas antes de uso.

Os meios de cultura, as solugdes salinas e enzimaticas foram
preparadas com agua obtida em um Milli-Q Plus (Millipore), imediatamente

antes de seu preparo.

2.2- SOLUCOES SALINAS UTILIZADAS
a) Solucéo Salina Fosfato Tamponada de Hanks (HBSS):

Utilizada no preparo de colagenase, inibidor de tripsina, para lavagem

das células durante a cultura .




e

. L,

Y N

L,

N

PN

oy,

T,

v,

e,

P N

N

31

b) Solucio Salina Fosfato Tamponada (PBS)

Utilizada na lavagem das células apdés as incubagbes e nas

homogeneizagdes.

¢) Solucdo Salina Fosfato Tamponada Sem Calcio ¢ Magnésio(CMF-

PBS)

Utilizada no preparo da solugdo de tripsina:

O pH da solugéo de tripsina era acertado em 7,9.

2.3- METODOS

2.3.1-ISOLAMENTO DE CELULAS DE SERTOLI

As células de Sertoli foram isoladas de testiculos de ratos Wistar
(cepa do 1.C.B.S-UFRGS) de 18-20 dias de idade, de acordo com o método

descrito por Dorrington & Fritz (1975) modificado por Tung & Fritz (1984),
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com 0 objetivo de obter-se culturas de c€lulas de Sertoli com alto grau de
pureza.

Os animais foram mortos por asfixia com éter, os testiculos retirados
em condi¢des estéreis (capela de fluxo laminar), dissecados da tunica
albuginea e fragmentados com bisturi.

Os tratamentos enzimaticos foram acompanhados de agitagdo e,
durante as trocas de solugdes, de sucessivas aspiragdes com pipetas Pasteur
para ajudar na liberagdo das células. A preparagdo resultante foi lavada 2
vezes com (HBSS) e centrifugada a baixa rotagdo (10 min, 40xg) para
remover as demais células.

Ao término desse processo, as células de Sertoli foram
ressuspendidas em um volume conhecido de meio de cultura. Uma aliquota
deste homogeneizado foi retirada para contagem em hemocitdmetro pelo
método de exclusdo usando Azul de Tripan, para determinar a quantidade
de células viaveis.

Uma vez que, as culturas de células de Sertoli utilizadas neste
trabalho eram primarias, cada experimento foi realizado com culturas de
células provenientes de uma ou mais ninhadas de ratos Wistar. Essa
caracteristica pode explicar a variabilidade encontrada nos resultados

obtidos.  Entretanto, este fato , ndo interfere na reprodutividade das

diferencas experimentais detectadas.
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TESTICULOS

(RATOS WISTAR)

DISSECACAO DA ALBUGINEA E FRAGMENTACAO

TRIPSINA 0,25% E DNAse 10pg/ml-30min-37°C (CENTRIFIGACAQ 5min-750g)

INIBIDOR DE TRIPSINA 300mg/ml (CENTRIFUGAGAO 5min-750g)

COLAGENASE 1mg/ml, HHALURONIDASE 1mg/ml 30min-37°C (CENTRIFUGACAO 10min-40g)

DUAS LAVAGENS COM HBSS (CENTRIFUGACAO 10min-40g)

HIALURONIDASE 1mg/ml 30min-37°C (CENTRIFUGAGAO 10min-40g)

SOBRENADANTE

CELULAS GERMINATIVAS E PERITUBULARES SEMEADURA DAS CELULAS
( DESPREZADAS) EM MEIO DE CULTURA
(DMEM)

Figura 2.1- Processo de Obtencdo de Células de Sertoli: Representagdo
esquematica do método de isolamento de células de Sertoli.
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2.3.2- CULTURA DE CELULAS DE SERTOLI

Ap6s isolamento, as células de Sertoli de ratos de 18-20 dias de

idade, foram semeadas na densidade de 2,3 x 10° células/cm’ e cultivadas
por 24h em meio DMEM com 1% de Soro Fetal Bovino (SFB). Apos este

periodo, foram lavadas com HBSS e cultivadas em meio DMEM sem SFB

a 34°C em atmosfera normal (5% de CO2, 95% de ar).

2.3.3- CHOQUE HIPOSMOTICO - ELIMINACAO DAS CELULAS
GERMINATIVAS

A remogdo das células germinativas que poderiam ainda estar
associadas as células de Sertoli foi feita por uma modificagdo proposta por
Oonk e Grootegoed (1987) do método descrito por Galdieri et al. (1981).
Esta técnica baseia-se na maior labilidade das células germinativas ao meio
hiposmotico, em relagdo as células de Sertoli. 48h apos a semeadura as
células foram colocadas em contato por 2 minutos com meio de cultura
diluido 1:9 (v/v) com agua. Apoés este tratamento, as culturas foram lavadas
3 vezes com meio de cultura, ¢ mantidas em meio de cultura sem SFB por

pelo menos mais 24h para recuperagdo das membranas antes do inicio de

qualquer experimento.
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2.3.4- MARCACAO DAS CULTURAS COM [METIL-C] COLINA

Apo6s 24h do tratamento hipotdnico, as células foram incubadas com
[metil-'*C] colina (0,2uCi/ml) por 16h ou 24h em meio sem soro. Apds as
células eram lavadas 3 vezes com HBSS, e colocava-se meio com ou sem
retinol por 1h e logo retirava-se este meio, lavando-se as células com
solugdo salina fosfato tamponada (PBS) e raspava-se as células para

desenvolver os experimentos.

2.3.5- TRATAMENTO DAS CELULAS DE SERTOLI COM
RETINOL

No 5° dia de cultura, apds 24h com meio radioativo, as células eram
lavadas 3 vezes com HBSS e incubadas com retinol pelas doses e tempos
descritos em cada experimento. As culturas controle receberam a mesma
quantidade do solvente do retinol.

Solucdo estoque de retinol: A solucdo estoque de retinol era
preparada em etanol absoluto de forma que a concentragdo final de etanol no
meio fosse de 0,1%. Para isso, pesava-se 1 mg de retinol sob abrigo de
luminosidade, diluia-se em 250ul de etanol absoluto (Merck). A
concentragdo da solugdo era e determinada por espectometria com absorgdo

em 325nm, utilizando-se um coeficiente de extingdo (g ) = 52770.
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2.3.6- EXTRACAO E IDENTIFICACAO DE LIPIDIOS

O meio de cultura, apds as células terem sido mncubadas por 24h com
[metil-'*C] colina, era coletado em tubos de ensaio para se medir a
radioatividade.

As células eram lavadas com PBS e raspadas, utilizando um cell-
scraper, sonicadas por 2 vezes por 30 s (Sonicador Heat Systems modelo
XL). Aliquotas do homogeneizado celular foram retiradas pra dosagem do
conteudo protéico.

Os hpidios foram extraidos, segundo o método de Folch (1957). As
fases inferiores foram evaporadas com N, e ressuspendidas em
cloroférmio/metanol (2:1) para analise cromatografica. As fases superiores
foram liofilizadas e dissolvidas em etanol/agua 50%  para analise

cromatografica.

2.3.7- CROMATOGRAFIA (TLC) DOS COMPOSTOS MARCADOS
COM COLINA
A fase inferior lipidica foi analisada por TLC em placas sw silica gel

60 em um sistema, contendo cloroformio, acetona, metanol, dcido acético e

agua (50:20:10:15:5, v/v).
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Para identificar a fosforilcolina, a fase aqiiosa foi liofilizada e
analisada por TLC em placas de silica gel 60 em um sistema contendo
metanol, 0,5% NaCl e am6nia com um volume de (100:100:2 v/v).
As bandas radioativas foram detectadas por autoradiografia usando-se
um filme Kodak X-Omat - AR. As manchas radioativas foram raspadas € a
radioatividade determinada por cintilagdo liquida.

Os lipidios-padrdes foram visualizados por exposi¢do em vapores de

iodo.

2.3.8- ENSAJO PARA ESFINGOMIELINASE

As células eram lavadas 2 vezes com PBS, raspadas e
homogeneizadas em 9 vezes o volume da mistura sacarose 0,25M / EDTA
ImM, pH 7,0. O homogeneizado era centrifugado por 10 min a 800xg ¢ o
sobrenadante decantado, centrifugado por 20 min a 20000xg. O sedimento
ressuspendido em sacarose 0,25M / EDTA 1mM, constituia a fragéo
lisossomal ( Barnholz, 1966)..

O sobrenadante resultante era centrifugado por 1h a 100000xg para
obtencgio das fragdes citosélicas e microssomal, usadas para o estudo da
esfingomielinase neutra.

A atividade da esfingomielinase era medida usando [metil-'*C]

esfingomielina como substrato. A mistura, com um volume total de 100ul ,
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continha 48nmol de esfingomielina (20000 cpm), 100uM do tampio
apropriado, ions metalicos (MgCl,, MnCl,, CoCl,, CaCl, na concentragio
de 1mM), Triton X-100 0,2% ¢ o material enzimatico. Apds incubagio a
37°C por 30min, a reacdo era interrompida por adigdo de 1,5ml de
cloroférmio-metanol (2:1).

Em seguida, adicionava-se 0,2 ml de agua aos tubos e agitava-se em
vortex. A fase superior (400 ul) era removida e a radioatividade contada por
cintilagdo liquida, representando a fosforilcolina liberada por ag¢do da enzima
(Vanha-Pertulla, 1988).

Em alguns experimentos, a atividade de SMase foi determinada no
homogeneizado total (curva de pH) ou na fragdo do microssomal de células

midides peritubulares e germinativas.

TAMPOES UTILIZADOS :

2.3.9- ISOLAMENTO DAS CELULAS MIOIDES PERITUBULARES
E GERMINATIVAS

As células midides peritubulares e germinativas foram isoladas
durante o processo de isolamento das c€lulas de Sertoli. Foram separados,

os sobrenadantes dos tratamentos com colagenase e hialuronidase, que sdo
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enriquecidos com esses tipos celulares. Estes sobrenadantes foram
centrifugados por 15 min a 3500 rpm e o pellet celular foi homogeneizada.

A preparagdo do material enzimatico (fragdo microssomal) foi feita

conforme descrito no item 2.3.8.

2.3.10- TRATAMENTO DAS CELULAS COM
ESFINGOMIELINASE EXOGENA

Culturas de células de Sertoli marcadas com [**C - metil] colina como
descrito no item (2.3.4), foram lavadas 2 vezes com meio de cultura
suplementado com 0,2% de BSA e 100ug/ml de cloreto de colina (meio 1).

As culturas foram entdo incubadas com 100mU de esfingomielinase
B.cereus (Sigma Chemical Co.) em 1,5ml de meio por 30 min a 37°C
(Kallen et al., 1994). Apos, o meio foi removido ¢ os lipidios extraidos das
células como ja descrito. O meio de incuba¢do com SMase, contendo o
produto da ac¢do da SMase (fosforilcolina radioativa) e a fase inferior da
parti¢do lipidica, contendo a esfingomielina que ndo foi degradada foram
usados para quantificagio SM presente na membrana celular. Como
controles usou-se células incubadas com o meio 1 em auséncia de

esfingomielinase pelo mesmo tempo.
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2.3.11 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS

A concentragdo de proteinas nos homogenados celulares, foi medida

de acordo com Lowry et al., (1951), usando-se soro de albumina bovina

(BSA) como padrio.

2.3.12 - ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos resultados, conforme as situagdes
que se apresentaram, foram utilizados: comparagdes das médias pelo teste

“t”de Student ou a analise de variancia, seguida do teste de comparagdes

multiplas de Duncan .
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3 - RESULTADOS:

Para estudar o efeito do retinol sobre o metabolismo dos colina -
fosfolipidios em células de Sertoli foram realizados experimentos em que
as culturas de cé€lulas foram primeiro marcadas metabolicamente com [metil-
1C] colina e para depois serem tratadas com retinol.

Inmcialmente analisamos, em células controle, a distribuicdo da
radioatividade em colina - fosfolipidios apos incubagdo por diferentes
tempos com [metil-'*C] colina. A seguir, analisamos o efeito do tempo de
tratamento ¢ da dose de retinol sobre o metabolismo dos lipidios
metabdlicamente marcados.

Em wuma segunda fase, caracterizamos as atividades de
esfingomielinase presentes em células de Sertoli e verificamos se o
tratamento com retinol modificava alguma das atividades caracterizadas.

Também determinamos a existéncia de dois pools de SM em células

de Sertoli através do tratamento das culturas com SMase bacteriana.
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3.1- ANALISE DO EFEITO DO TRATAMENTO COM RETINOL
SOBRE O METABOLISMO DOS COLINA - FOSFOLIPIDIOS DE
CELULAS DE SERTOLI

3.1.1- Analise da incorporacio de [metil-'*C] colina em fosfolipidios de

células de Sertoh

Observando a Tabela 3.1 verificamos a incorporagdo de colina em 4
bandas lipidicas, identificadas como: lisofosfatidilcolina (LPC), duas bandas
de esfingomielina (SM1 e SM2) e fofatidilcolina (PC). Verifica-se que de
16h para 24h de incubagdo com o precursor radioativo houve uma
diminuigdo na incorporacdo em LPC que corresponde ao percentual de

aumento encontrado em PC.

TABELA 3.1: Incorporaciio de [metil-'*C] colina em lipidios de células
de Sertoli: No quarto dia de cultura as células foram incubadas por 16 ou 24 h com
0,2 uCi / ml de [metil-'"*C] colina. Apos, o meio foi retirado, as células foram lavadas e
os lipidios extraidos e analisados como descrito em Material e Métodos. Os resultados
representam a média + EP de triplicatas de dois experimentos independentes € foram
expressos como percentagem da incorporagdo total em lipidios. LPC =
lisofosfatidilcolina, SM(B1) e SM(B2) = esfingomielinas, PC = fosfatidilcolina.

LPC | 3.67:036 | 1.65:01
SM(B1) | 335+0.22 3,70+0.39
SM(B2) | 3,072021 2,55:0,03

PC 89.02:062 | 92,10+1,0
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3.1.2- Analise do efeito do tempo de tratamento com retinol sobre
o metabolismo dos colina fosfolipidios em células de Sertoli

Ap6s 24 h de marcagdo com precursor radioativo, o meio radioativo
fo1 retirado e as células foram lavadas e mcubadas em auséncia ou presenga
de 5 uM de retinol pelos tempos descritos na Figura 3.1. Onde, ndo foram

observadas diferencas significativas entre as células controle e as tratadas.
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FIGURA 3.1: Efeito da variacao do tempo de tratamento com 5 uM de

retinol sobre metabolismo dos colina-fosfolipidios de células de Sertoli:
Ap06s o periodo de marcagdo metabolica o meio radioativo foi retirado, as células lavadas
e deixadas por por 2 h em meio DMEM sem SFB em auséncia de radioativo, para que
fosse alcangado o equilibrio dos pools internos de radioatividade. Apds este periodo
iniciou-se o tratamento com 5 uM de retinol por 30, 60 ou 120 min. As células controle
foram incubadas pelos mesmos tempo com meio contendo a mesma quantidade de etanol
(solvente do retinol) das células tratadas. Ao fim do tempo de tratamento, os lipidios
foram extraidos e analisados com descrito em  Material e Métodos. LPC,
lisofosfatidilcolina;, SM, esfingomielina total, PC, fosfatidilcolina. As letras ¢ e r
representam os lipidios extraidos de células controle e tratadas com retinol
respectivamente. O percentual de PC foi multiplicado por 10"

Os resultados s3o representativos de ensaios em quadruplicatas. Foram expressos como
percentagem da radioatividade total incorporada em lipidios. As médias foram
comparadas por analise de varidncia e pelo teste de multiplas comparag¢des de Duncan.
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Também analisamos por TLC as fases superiores da parti¢do lipidica
que contém o produto de degradacdo da SM e a colina radioativa livre.
Caracterizamos presenga de ["*C]colina e [**C]fosforilcolina. Coerentemente
com os resultados das analises da fragdes lipidicas ndo encontramos
variagbes significativas na quantidade de fosforilcolina em nenhum dos
experimentos que realizamos para analisar o efeito do retinol.

A Tabela 3.2 mostra o efeito do tempo de incubagdo com 10 uM
sobre o metabolismo dos colina - fosfolipidios de células de Sertoli. O
experimento foi realizado como descrito na Figura 3.1 alterando-se apenas
a dose de retinol. Ndo observou-se diferengas na radioatividade incorporada

em células tratadas com retinol (10 pM) nos tempos de 30 e 60 min.

TABELA 3.2: Efeito da variacido do tempo de tratamento com 10 uM
de retinol sobre metabolismo dos colina-fosfolipidios de células de
Sertoli: Os resultados s3o representativos de ensaios em quadruplicatas. Foram
expressos como percentagem da radioatividade total incorporada em lipidios. As médias

foram comparadas por analise de varidncia e pelo teste de multiplas comparagdes de
Duncan,

1.8310.23 2171024

1,91+0,20 3,03+0,05

7,09+0,92 5,10+0,30

6.90+0.45 5.60+0.20

PCc 89,20+2,71 92.83+0,43

PCr 91,30+0,56 91,35+0,18
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3.1.3- Analise do efeito do tratamento com diferentes doses de retinol

sobre 0 metabolismo dos colina-fosfolipidios em células de Sertoli

A Figura 3.2 mostra o efeito da variagdo da dose de retinol sobre a
distribui¢do da radioatividade em colina-fosfoslipidios de células de Sertoli.
O experimento foi realizado com descrito no item 3.1.1 mantendo-se
constante o tempo de incubagdo em 60 min e variando-se a dose de retinol.
Nenhuma das doses de retinol (1 uM, 2 uM, 5 uM e 10 uM) testadas

alteraram o metabolismo dos colina-fosfolpidios.

% da Radioatlvidade Total

0 2 4 6 8 10

retinol (uM)

FIGURA 3.2: Efeito do tratamento com diferentes doses de retinol

sobre o0 metabolismo dos colina-fosfolipidios em células de Sertoli

Ap6s o periodo de marcagdo metabolica o meio radioativo foi retirado e as células
lavadas e deixadas por por 2 h em meio DMEM sem SFB em auséncia de radioativo,
para que fosse alcangado o equilibrio dos pools internos de radioatividade. Apos este
periodo iniciou-se o tratamento com zero, 1, 2, 5 ou 10 pM de retinol por 60 min. Zero
(0), representa a radioatividade incorporada nos lipidios de células controle. Ao fim do
tempo de tratamento, os lipidios foram extraidos e analisados com descrito em Material
e Métodos. LPC, lisofosfatidilcolina; SM, esfingomielina total, PC, fosfatidilcolina. O
percentual de PC foi multiplicado por 10 .

Os resultados sdo representativos de ensaios em quadruplicatas. Foram expressos como
percentagem da radioatividade total incorporada em lipidios. As médias foram
comparadas por analise de variancia e pelo teste de multiplas comparagdes de Duncan.
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3.1.4: Analise do efeito do tratamento prolongado (20 h) com 5 uM de

retinol sobre o metabolismo dos colina-fesfolipidios em células de
Sertoli:

Com a finalidade de analisar, se tratamentos mais prolongados com
retinol, alterariam o metabolismo dos colina-fosfolipidios de células de
Sertoli, as culturas foram marcadas com [metil-'*C] colina por 16 h e depois
incubadas em presenga ou auséncia de 5 uM de retinol por 20 h. Os tempos
de marcagdo metabolica e tratamento com retinol foram ajustados para que
ndo houvesse alteragdo no tempo total de cultura. Neste experimento,
analisamos as duas bandas de SM separadamente. Os resultados das Figuras
3.3 € 3.4 mostram que ndo existe agdo do retinol sobre o metabolismo dos
colina-fosfolipidios, a Figura 3.4 mostra que a transferéncia de
radioatividade de PC se da principalmente para a SM1. Pela analise da
Tabela 3.3 verifica-se que o percentual de decréscimo de radioatividade em

PC corresponde ao aumento de incorporagdo na banda 1 de esfingomielina

(SM1),
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FIGURA 3.3 e FIGURA 3.4: Efeito de 20 h de tratamento com retinol

sobre o metabolismo dos colina-fosfolipidios de células de Sertoli:
Apo6s o periodo de marcagdo metabdlica, o meio radioativo foi retirado e as células
lavadas e incubadas por 20 h em presenga ou auséncia de 5 uM de retinol. t0, representa
a radioatividade incorporada nos lipidios de células Sertoli logo apos o fim do periodo de
marcagdo metabolica. Os lipidios foram extraidos e analisados como descrito em
materiais € métodos. LPC, lisofosfatidilcolina, SM,  esfingomielina total, PC,
fosfatidilcolina; SM1, banda 1 da esfingomielina; SM2, banda 2 da esfingomielina. O
percentual de PC foi multiplicado por 107

Os resultados sdo representativos de ensaios em quadruplicatas. Foram expressos
como percentagem da radioatividade total incorporada em lipidios. As médias foram
comparadas por analise de varidncia e pelo teste de multiplas comparagdes de Duncan.
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10 |controle|retinol| A A
L || controle | retinol
IPC| 37| 28 | 27 | -09 -1,0
SM1]34] 60 | 65 2.6 3.1
sM2| 30| 38 | 42 0.8 12
PC [900| 874 | 872 | -2.6 2.8

TABELA 3.3: Efeito de 20 h incubacio com ou sem 5 uM de retinol
sobre o metabolismo dos colina-fosfolipidios em culturas de células de

Sertoli:

Apés o periodo de marcagdo metabodlica o meio radioativo foi retirado e as células
lavadas e incubadas por 20 h em presenga ou auséncia de 5 pM de retinol por 60 min.
t0, representa a radioatividade incorporada nos lipidios de células Sertoli logo apos o
periodo de marcagdo metabdlica. LPC, lisofosfatidiicolina; SM1, banda 1 da
esfingomielina; SM2, banda 2 da esfingomielina PC, fosfatidilcolina.

A, significa grupo controle ou retinol menos o t0.

Os resultados sdo representativos de ensaios em quadruplicatas. Foram expressos
como percentagem da radioatividade total incorporada em lipidios. As médias foram
comparadas por analise de varidncia e pelo teste de multiplas comparagdes de Duncan.

3.2- CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES DE
ESFINGOMIELINASE DE CELULAS DE SERTOLI E ANALISE

DO EFEITO DO RETINOL

Para analisar a atividade de esfingomielinase, inicialmente
determinamos alguns parametros cinéticos. Estabelecemos através de curvas
de tempo e de proteina que a reagdo era linear at¢ lh e até 100ug de
proteina. Escolhemos para nossos experimentos o tempo de 30 min e a

quantidade de 100ug de proteina.
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3.2.1 Efeito da variacio do pH sobre a atividade de esfingomielinase:

Inicialmente analisamos o efeito do pH sobre a atividade de
esfingomielinase em células de Sertoli. Para isso, trabalhamos com
homogeneizados totais ¢ verificamos a atividade de esfingomielinase em
uma faixa de pH entre 3,6-9,5. A Figura 3.5 representa a variagdo da
atividade de esfingomielinase em homogeneizados totais em fungdo do pH.

Onde, observa-se uma acentuada atividade de SMase em pH 4,5-6,0.

50

30 &
20 +
10 ¢

cpm/pug de proteina/30 min.

-

FIGURA 3.5- Efeito da variacio do pH sobre a atividade de
esfingomielinase em homogeneizados totais de células de Sertoli:

Os experimentos foram realizados conforme descritos em materiais € métodos,
variando-se o pH na presenga de 100ug de proteina. Os resultados foram expressos em
cpm/ug de proteina/30 min. O experimento ¢ representativo de outros dois com
resultados similares.
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3.2.2- Efeito dos ions sobre a atividade de esfingomielinase:

Como ja hawia sido descrito anteriormente, em trabalhos realizados
em nosso laboratorio, uma atividade microssomal de esfingomielinase em
tibulos seminiferos com pH 6timo 6,6 e ativada por Mn*2, decidimos
analisar se em células de Sertoli existia essa atividade.

Trabalhamos com a fragdo microssomal nos pH 6,6 e 7,5, analisando
a aﬁvidade de esfingomielinase na presenca dos diferentes ions. Na Tabela
3.4 observou-se que em c€lulas de Sertoli havia estimulagdo da atividade
microssomal em pH 7,5 e que era ativada por Mn*? > Mg ¢ inibida pelos

outros ions testados (tabela 3.4).

Tabela 3.4: Efeito dos ions sobre a atividade de esfingomielinase- Os
experimentos foram realizados conforme descritos em materiais e métodos, variando-se
o ion presente no sistema de incubagio na presenga de 100ug de proteina. Os resultados
expressos em relagdo ao controle (100%). O experimento € representativo de outros
dois com resultados similares. S/N = sem adi¢do de ions

—ee = A .. - 110 o ,...100 4 or
pH 7,5 100 240 146 13 75 88

 TIBLIOTECA SETERIAL
EISTITUTO B BIoCcENCIAR
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3.2.3- Andlise da atividade de SMase na fracao enriquecida em células
de Mioides Peritubulares e Germinativas

As células peritubulares e germinativas também fazem parte do tubulo
seminifero, o isolamento dessas células esta descrito na metodologia.
Trabalhamos com a fragdo microssomal em pH 6.6. Este experimento foi
realizado com o objetivo de tentar localizar a atividade ja descrita em
tubulos seminiferos e que ndo estava presente nas células de Sertoli. A agdo
do Mn*? mostra que a enzima presente nas células peritubulares e/ou
germinativas ¢ diferente da SMase medida em pH 6,6 em células de Sertoli.
A agdo estimulatoria do Co™ caracteriza a diferenca com a enzima medida

em pH 7,5 em células de Sertol.

Tabela 3.5: Efeito dos ions Mn*? e Co™* na atividade microssomal de
esfingomielinase obtida de células Midides Peritubulares e
Germinativas. Os experimentos foram realizados conforme descritos em materiais e
métodos, variando-se o ion presente no sistema de incubag@o na presenga de 100ug de
proteina. Os resultados expressos em relagdo ao controle (100%). O experimento ¢
representativo de outros dois com resultados similares. S/N = sem adi¢@o de ions

+2

S/N Mn*z. - Co’ :

pH 6.6 100 137 179
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3.2.4 Efeito do retinol sobre a atividade de esfingomielinase

Para analisar se o retinol atuava sobre alguma das atividades de
esfingomielinase em células de Sertoli, realizamos experimentos em que se
variou o tempo de incubag¢do ¢ a dose de tratamento com a vitamina. A
analise da tabela 3.6 mostra que o tratamento com diferentes concentragdes
de retinol por 1h ndo afetou a atividade neutra de SMase, mas o tratamento
com 10 uM de retinol aumentou a atividade lisossomal acida em cerca de
25%. Na tabela 3.7 observa-se que a atividade neutra microssomal nido foi

alterada pelo aumento do tempo de tratamento com retinol por 2 h.

TABELA 3.6: Efeito do tratamento com retinol (5 ou 10 uM)
sobre as diferentes fracoes subcelulares: As células de Sertoli foram tratadas
com 5uM ou 10uM de retinol por 1h , isolou-se a fragdes lisossomal, microssomal e
citosolica, segundo, esta descrito no material e métodos. A fragdo lisossomal que contém
a esfingomielinase acida foi incubada em pH 4,8 e as citosolica e microssomal em pH
7,5, para analise da atividade neutra. Os experimentos foram realizados conforme
descritos em materiais e métodos, variando-se a concentracdo de retinol na presenga de
100ug de proteina. Os resultados foram expressos em cpm/pg de proteina/30 min. O
experimento € representativo de outros dois com resultados similares.

- LISOSSOMAS MICROSSOMAS CITOSSOL ,
| |pH48 pH75 . |pH715
' . cpm/;xg protema cpm/ug  proteina cpm/gg protema
30 min 30 min 30min
CONTROLE 54 3,5 2.8
RETINOL 57 3,6 2,0
SuM
RETINOL 68 3,1 2,6
10uM
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TABELA 3.7: Efeito da variacao do tempo de incubacio com retinol na
atividade microssomal de esfingomielinase. Os experimentos foram realizados
conforme descritos em materiais € métodos, variando-se a o tempo de incubag¢do com
5uM de retinol na presenga de 100pg de proteina. Os resultados foram expressos em
cpm/pg de proteina/30 min. O experimento € representativo de outros dois com
resultados similares.

| cpm/ugproteina | cpm/ug proteina | cpm/ug proteina
. 30 min 30min | 30 min

MICROSSOMAS 1,2 1,0 1,1
pH 7.4

3.3- Tratamento das células com esfingomielinase bacteriana

Apébs a marcagdo com [*C - metil] colina as culturas de células de
Sertoli foram tratadas com esfingomielinase bacteriana como descrita em
material ¢ métodos. O objetivo foi determinar a existéncia e quantificar os
dois pools de esfingomielina, um sensivel a esfingomielinase exdgena
(localizado na superficie celular) e outro resistente a acdo da enzima
( localizado no interior da célula). A Figura 3.6 mostra ndo haver diferengas
significativas nos colina-fosfolipidios controle e nos tratados com

esfingomielinase bacteriana, mas verifica-se dois pools distintos de SM.

~ CONTROLE | RETINOL 60 min | RETINOL 120 min
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CONTROLE

B TRATADO

cpm/pg de proteina/30 min.

Figura 3.6 - Efeito do tratamento com esfingomielinase bacteriana

sobre os colina-fosfolipidios de células de Sertoli: Apés, 24h de marcagdo
com ["*C metiljcolina, o meio foi retirado, as células foram lavadas e incubadas por 1h
com ou sem 100mU de esfingomielinase de B.cereus . As células que ndo foram tratadas
com SMase exdgena representam as células controle. Os lipidios foram extraidos e
analisados como descrito em materiais € métodos. LPC, lisofosfatidilcolina; SM1, banda
1 da esfingomielina; SM2, banda 2 da esfingomielina PC, fosfatidilcolina.

Os resultados sdo representativos de ensaios em quadruplicatas. Foram expressos
em cpm/ug de proteina/30 min. As médias foram comparadas pelo teste “t” de Student.
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3- DISCUSSAO

As células de Sertoli sdo células do epitélio semunifero, que
proporcionam um suporte fisioldégico e estrutural para a diferencia¢do das
células germinativas. As células de Sertoli estabelecem ambientes diferentes
para selecionar nutrientes para as c€lulas germinativas pos e pré-meioticas,
separadas pelos complexos juncionais Sertoli-Sertoli, a barreira hemato-
testicular (Redenbach, 1995).

Horménios circulantes estdo engajados em iniciar e controlar o
processo espermatogénico, no entanto, as jungdes entre as células de Sertoli
impedem que estas substdncias tenham ag¢do direta nas células
espermatogénicas. Desta maneira as células de Sertoli desempenham um
papel fundamental na regulagdo do processo espermatogénico. Os estudos
de Page et al.(1996) relacionam a agdo dos retindides em células de Sertoli
com a “transativagdo” de genes que codificam fatores de transcrigdo.
Segundo estes autores, a modulagdo por retindides de genes como c-Jun e c-
Myb seria a primeira etapa de uma cascata indutivel de expressdo génica
necessaria para manutengio da espermatogénese .

Wei, Li-Na et al.(1995) propde que a vitamina A (retindides) exerce
efeitos pleiotropicos em animais ¢ estes efeitos sdo mediados por vérios

componentes celulares. Sabe-se que muitos das a¢des biologicas do retinol,
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sdo mediadas por seu metabolito natural, o acido retindico, e sdo exercidas
a nivel celular por dois tipos de receptores nucleares os RARs e os RXRs,
pertencentes a super familia de receptores de esteroides / hormoOnios da
tireoide, mas ja existem trabalhos que mostram ag¢des ndo transcripcionais
dos retindides (Djakoure et al. 1996). Wassermann et al.(1995) mostraram
que o retinol provoca alteracdes rapidas a nivel de membranas em células de

~Sertoli.

Entre os fosfolipidios de células de mamiferos, a estingomielina
(SM), ndo destaca-se somente como o esfingolipidio mais comun, mas
também como um marcador seguro da membrana plasmatica, onde parece
estar localizado na face externa da camada lipidica. Muitas evidéncias
sugerem que a sintese de estingomielina pela rota convencional que utiliza a
enzima CDP-colina: ceramida tostorilcolinatransferase, nao € a principal
rota na maioria das células, exceto talvez quando sao utilizadas ceramidas
de cadeia curta.

A SM parece ser sintetizada diretamente da fostatidilcolina pela
transteréncia de tostorilcolina para ceramida. Além disso, esta reacao
parece ocorrer na membrana plasmatica, embora nao seja sabido em qual
lado da membrana ocorre. Se ocorrer na superficie externa da membrana

plasmatica, entdo a SM poderia ser sintetizada “'in situ” a partir da ceramida
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e fosfatidilcolina presentes na face externa da membrana (Allan and Quinn,
1988).

Os resultados de andlises em varios tipos celulares tem levado, em
geral, a conclusdo de que as diferentes membranas celulares tem
composi¢do lipidica propria. As membranas plasmdticas sdo
proporcionalmente enriquecidas em SM, colesterol e fosfatidilserina,
enquanto que o reticulo endoplasmatico em fosfatidilcolina e
fosfatidilinositol e a mitocéndria parece ser a unica que contém cardiolipina
(Allan, 1996).

O objetivo do presente trabalho foi através de experimentos baseados
na marcagdo metabdlica com [“C]colina e dosagem da atividade de SMase,
complementar e aprofundar os resultados obtidos anteriormente.

Primeiramente, procuramos em nossos experimentos identificar e
quantificar os colina-fosfolipidios de células de Sertoli. Como mostrado na
tabela 3.1, apés a marcagio com ['*C]colina encontramos 4 bandas
radioativas identificadas como: Lisofosfatidilcolina (LPC), duas bandas de
esfingomielina (SM1 e SM2), fosfatidilcolina (PC). Cerca de 90% da
radioatividade incorporada em lipidios esta em PC e o restante se distribui
entre SM1 e SM2 e LPC.

Ao analisarmos, em células de Sertoli, a radioatividade incorporada

nos diferentes colina-fosfolipidios apos 30min, 60min e 120min de
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tratamento com SuM de retinol (Fig.3.1), ndo foram observadas diferengas
entre as cé€lulas tratadas e controle.

Nos resultados presentes na Tabela 3.2, as células de Sertoli foram
tratadas com 10 uM de retinol por 30min ¢ 60 min. Aqui também nio
observamos diferengas na radioatividade incorporada em células controle ¢
tratadas com retinol.

Em outra série de experimentos, analisamos o efeito da dose de
retinol sobre os colina - fosfolipidios de células de Sertoli. As culturas
foram tratadas por 1 h com 1pM, 2uM , 5uM ou 10uM de retinol. Os
resultados foram comparados entre si € com o grupo chamado controle (sem
adi¢do de retinol). Nenhuma das doses de retinol testada, alterou o
metabolismo da SM ou dos outros colina-fosfolipidios 07 igura 3.2)

A seguir células de Sertoli previamente marcadas com ['*C]
colina foram tratadas com retinol por 20h. Com este experimento, tentamos
verificar se tratamentos por periodos longos com o retindide, semelhantes
aos que atuam estimulando a sintese de glicoproteinas (Guma & Bernard,
1994) alteravam o metabolismo da SM e dos outros colina-fosfolipidios. Os
resultados presentes na Figura 3.3 mostram, que também, neste caso, ndo

encontramos diferengas significativas no metabolismo dos colina-

fosfolipidios.
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Outro dado que se pode extrair da Figura 3.3 ¢ a existéncia em
células de Sertoli da atividade de esfingomiela sintetase, pois nas 20h de
incubagdo em auséncia de ['“C]colina, verifica-se a transferéncia de
radioatividade de PC por SM. A analise da tabela 3.3 , confirma que o
decréscimo de radioatividade em PC é correspondente ao aumento em SM.

Pela analise das figura 3.4 e da tabela 3.3 verifica-se que a
transferéncia de radioatividade (PC = SM) se da principalmente para a
SMI.

Uma explicagdo para este resultado seria a localizagdo diferente dos
dois tipos de SM existentes em células de Sertoli. Pelo tratamento de
culturas de células de Sertoli com uma esfingomielinase bacteriana,
tentamos determinar a localizagdo celular das diferentes SM. Os resultados
da figura 3.6 mostram que o tratamento com a enzima bacteriana degradou
em igual propor¢do as SM1 e SM2 (Fig. 3.4).

Os resultados da figura 3.6 também permitem determinar pela
exposicdo de células de Sertoli a SMase bacteriana que cerca de dois tergos
(2/3) da SM celular, esté localizada na superficie dessas células (figura 3.6).
Este tipo de tratamento enzimatico degrada somente os lipidios presentes na
face externa da membrana plasmatica (Allan, 1996). A quantidade que

restou de SM apds o tratamento enzimatico deve representar o pool

mtracelular.
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Quinn e Allan, (1992) mostram resultados semelhantes em células da
linhagem BHK. Linardic et al., (1996) também descreveram a existéncia de
dois pools de SM, um sensivel ¢ outro resistente a esfingomielinase
bacteriana em células da linhagem HL-60.

A hidrolise da SM pela esfingomielinase (SMase) formando
fosforilcolina e ceramida, tem sido objeto de muitos estudos, ndo sé pelo
papel da SM na estrutura das membranas celulares mas também pela
importancia da ceramida como segundo mensageiro em rotas que levam a
diferenciagdo celular, a inibi¢do da proliferacdo e a apoptose (Coroneos et
al., 1995).

A ativacdo de esfingomielinases e conseqiiente geragdo de ceramida
pode ter importante fungdo em rotas de controle do metabolismo. Varios
estudos mostram que citoquinas € outros agentes, tais como: TNFa,
interleuquina 1B, NGF, 1,25 diidroxivitamina D;, interferon v e radiagdo
ionizante elevam os niveis celulares de ceramida (Okazaki et al.,1994;
Zhang et al.,1997).

A SMase tem sido caracterizada, isolada e purificada de varios
tecidos em inumeros trabalhos. Vanha-Perttula, (1988) descreveu a SMase

do plasma seminal de humanos, bovinos e porcinos. Callaham et al,(1981)
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descreveram propriedades hidrofobicas da SMase. Pentchev et al.,(1977)
isolaram e caracterizaram a SMase de tecido placentario humano.

Diferentes atividades de esfingomielinase foram identificados in vitro
por seus pHs especificos, por catalisarem a hidrélise da SM em diferentes
compartimentos subcelulares ¢ por sua dependéncia ou ndo por cations
divalentes.

O homogeneizado total de células de Sertoli hidrolisa SM em uma
faixa de pH que vai de 4,0 até cerca de 8,0 (Figura 3.5). A atividade acida
de SMase é sem divida a mais importante em termos quantitativos,
representando cerca de 90% do total da atividade em células de Sertoli.

- O efeito de varios cations, ja descritos como modificadores da
atividade de SMase, foi investigado em células de Sertolii na fragéo
lisossomal (pH 4,8), na fragdo microssomal (pH 6,6 ¢ 7,5) e na fragdo
citosolica (pH 7.5).

A partir dos dados de Raimann (1996) os quais mostram a
existéncia, em tibulos seminiferos de ratos imaturos, de uma atividade
microssomal de SMase, com pH otimo em 6,6, ativada por Mn™ e
Co™ resolvemos determinar se a atividade de esfingomielinase descrita por
Raimann estava nas células de Sertoli ou nas outras células constituintes dos
tubulos seminiferos (germinativas e midides peritubulares). Os resultados

das Tabelas 3.4 e 3.5 mostram que a enzima descrita nos tubulos
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seminiferos, esta localizada nas células germinativas e/ou nas miodides
peritubulares.

Em microssomas de células de Sertoli, mostramos a existéncia de uma
SMase neutra, com Otimo em pH 7,5, ativada por Mn*>>Mg*? e inibida por
Ca*?>Co™>Zn"? (Tabela 3.4). As atividades de SMase acida lisossomal e
neutra citosdlica ndo foram modificadas pelos cations testados (resultados
nio mostrados).

Em outra série de experimentos analisamos o efeito do tratamento de
culturas de células de Sertoli com retinol sobre a atividade de SMase. A
Tabela 3.6 mostra os resultados do tratamento com diferentes doses de
retinol (5 € 10 uM). O tratamento com 5 e 10 uM de retinol por 1 h ndo
afetou as atividades neutras de SMase (citosdlicas e microssomais). A
atividade neutra microssomal também ndo foi alterada pelo aumento do
tempo de tratamento para 2 h (tabela 3.7).

A andlise da tabela 3.6 mostra que o tratamento com 10 uM de retinol
por 1 h aumentou a atividade lisossomal acida em cerca de 25%. A ativagdo
da hidrolise TNF-induzida da SM por uma SMase localizada no
comportimento endolisossomal tem sido proposta por varios autores (Shutze
et al.,1992; Wiegmann et al.,1994; Cifone et al.,1994; Andrieu et al.,1996).

A ativagdo da SMase-acida lisossomal de células de Sertoli pelo retinol,



e,

63
pode servir de ponto de partida para uma analise de possiveis efeitos ndo
transcripcionais da vitamina nessas células.

A importancia da investiga¢do da regulagdo do metabolismo lipidico
em resposta a agentes extracelulares pode ser justificada pela identificagio
de um novo pool de enzimas regulatérias, envolvidas nos processos de
transdugdo de sinal. Muitas lipases incluindo esfingomielinases, fosfolipases
C, D e A, tem sido alvo de atengdo pelo seu papel na geragdo de
mediadores lipidicos como a ceramida, o diacilglicerol, o acido fosfatidico e
o acido aracdbnico.

O fato de ndo termos conseguido repetir em células metabolicamente
marcadas com ["*C] colina os resultados obtidos com marcagio com [*2P]
fosfato pode ser devido a possibilidade desses dois precursores possuirem
diferentes velocidades de turnover e a atividade de esfingomiclinase sintase
mostrada na figura 3.3.

Os resultados aqui apresentados ndo sdo conclusivos sobre a
modulagdo do ciclo da esfingomielina por retinol em células de Sertoli. Mas
mostram a existéncia de dois pools distintos de esfingomielina com
diferentes localizagées celulares. Ainda pode-se concluir, que os dois tipos
de SM presentes em células de Sertoli tem cinéticas de sintese ou turnover
diferentes. As células que respondem a indutores do ciclo da esfingomielina,

normalmente tem um pool especifico de esfingomielina ( representando de



64
20 a 40% SM total) que ¢ mobilizado em resposta ao agente indutor. A
existéncia de dois pools de SM em células de Sertoli nos permite levantar a
possibilidade de investigar no futuro a agdo de outros indutores do ciclo da

esfingomielina em células de Sertoli.
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5- CONCLUSOES
1) Turnover da SM néo foi afetado pelo retinol em nenhum dos tempos e

doses estudados.

2) O tratamento com retinol também nio afetou as atividades de SMase
neutra citosolica e microssomal de células de Sertoli.

3) O tratamento com retinol 10 uM por 1h parece ativar a SMase acida
lisossomal de células de Sertoli.

4) Determinamos em células de Sertoli a existéncia de uma SMase neutra
(pH 7,5) microssomal ativada por Mn*? > Mg*? e inibida por Ca** e Co™.

5) Determinamos que a atividade de SMase microssomal com pH 6timo 6,6
dependente de Co™ e Mn™ presente em tubulos seminiferos estd
localizada nas células midides peritubulares e/ou nas células germinativas.

6) Determinamos a existéncia em c€lulas de Sertoli da atividade de SM
sintetase. Mostramos que a transferéncia de fosforilcolina de PC = SM
se da preferencialmente para a SM1.

7) Através do tratamento com SMase bacteriana, determinamos a existéncia
de dois pools de SM. Uma SMase sensivel localizada na face externa da
membrana plasmatica e outra resistente ao tratamento com a enzima

localizada no interior da célula.
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