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RESUMO

As células de Sertoli tém um importante papel no desenvolvimento e na
manutengdo da espermatogénese em testiculos de mamiferos. A expressdo de receptores
funcionais para T3 no testiculo e a demonstracdo de que este hormoénio afeta as fungdes das
células de Sertoli sugerem estas células como um modelo para o estudo da regulagdo
hormonal das proteinas do citoesqueleto. Foram descritos varios estudos sobre os efeitos
dos hormoénios da tiredide na proliferacio e diferenciacdo das células de Sertoli.
Entretanto, ainda ndo foram descritas as ag¢des do T3 especificamente no citoesqueleto
testicular durante o desenvolvimento sexual de ratos. Os objetivos deste trabalho foram
estudar a ontogenia da vimentina, o efeito dos tratamentos in vivo e in vitro com T3 no
imunocontetdo e na incorporacdo in vitro de* ortofosfato na vimentina em testiculos de
rato durante o desenvolvimento sexual, avaliar os efeitos do tratamento in vivo com T3 nos
niveis séricos dos hormonios tireoidianos, do TSH e do triacilglicerol nas fases imatura,
pubere e adulta e avaliar as alteragdes morfologicas causadas pelo tratamento in vivo nos
tubulos seminiferos na fase imatura. Para a ontogenia do imunocontetdo e da fosforilagdo
da vimentina, e para os estudos de tratamento in vitro foram utilizados ratos de 15, 35 e 45
dias de idade. No estudo dos efeitos in vivo foram utilizados ratos de 8, 28 e 38 dias de
idade que foram tratados com T3 80 jXg/Kg de peso corporal durante 7 dias consecutivos,
até¢ atingirem os 15, 35 e 45 dias respectivamente. No dia do experimento o sangue foi
coletado para as determinagdes dos niveis hormonais e de triacilglicerol. O tratamento in
vivo com o hormonio T3 produziu alteracdes nos niveis de T3, T4, TSH e triacilglicerol
condizentes com um estado de hipertireoidismo induzido. Para analise morfologica, um
testiculo foi fixado para microscopia Optica € o contralateral para eletronica. A fracdo
citoesquelética enriquecida em filamentos intermedidrios foi obtida, € o imunoconteido e a
incorporagdo in vitro de ortofosfato radioativo foram quantificados por densitometria
optica da banda correspondente a vimentina. Os estudos morfologicos apresentaram
tubulos seminiferos mantendo a integridade funcional e estrutural do epitélio seminifero
com lumen tubular formado. Nas células de Sertoli de ratos tratados, observou-se aumento

na quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi mais desenvolvido e



presenca de lipideos dispersos dentro ¢ fora das células, indicando que a célula estava com
intensa atividade de sintese e processamento de proteinas e que o tratamento estimulou a
maturacdo celular. Os resultados também demonstraram que a vimentina ¢ expressa ao
longo do desenvolvimento sexual, onde o imunoconteido diminui da fase imatura para a
pubere e volta a aumentar na idade adulta. Tanto o tratamento in vivo quanto in vitro com o
horménio promoveram aumento no imunoconteido e na fosforilacio da vimentina de
testiculos de ratos nas fases imatura e adulta do desenvolvimento sexual. Nos estudos do
efeito in vitro, demonstrou-se que a dose de o,1 “iM de T3 estimulou a fosforilagdo sem
afetar o imunoconteudo da vimentina, enquanto a dose de 100 “iM apresentou o efeito
oposto. Todavia, as doses intermedidrias (1 nM e 10 jiM) induziram aumento na
fosforilagdo e no imunocontetdo da vimentina insolivel em Triton X-100. O T3 pode estar
envolvido em uma variedade de processos que regulam a organizagdo do citoesqueleto ou
com os elementos envolvidos em transdugdo de sinais intracelulares. Nossos resultados
sugerem que durante a maturacdo sexual, os mecanismos de regulagdo hormonal sdo
importantes no equilibrio entre polimerizacio e despolimerizacio dos filamentos
intermediarios de testiculos de ratos. Desse modo, os mecanismos pelos quais o T3
estimula a fosforilagdo e o imunocontedo da vimentina parecem envolver diretamente

atividade de quinases e/ ou fosfatases mediando vias de transducdo de sinais.



ABSTRACT

Sertoli cells have an important role in the development and maintenance of
speraiatogenesis in the mammalian testicle. The expression of functional receptors for T3
in the testicle and the demonstration that this hormone affects Sertoli cell function suggests
that these cells may be a suitable model to study the hormonal regulation of cytoskeletal
proteins. Numerous studies have described the effects of thyroid hormones on proliferation
and differentiation in Sertoli cells. However, the specific actions of T3 on the cytoskeleton
during sexual development in rats have not been elucidated. The objectives of this study
were to investigate the ontogeny of vimentin, the effect of in vivo and in vitro treatments
with T3 on the immunocontent and the in vitro incorporation &P orthophosphate into
vimentin in rat testicles during sexual development, to analyse the effects of in vivo
treatment with T3 on serum leveis of the thyroid hormones, TSH and triacylglycerol in
immature, pubertal and adult animais and to assess the morphological changes caused by
the in vivo treatment in the seminiferous tubules in the immature animais. Rats aged 15, 35
and 45 days were used for the experiments on the ontogeny of the immunocontent and the
phosphorylation of vimentin, as well as for the studies involving in vitro treatment. For the
in vivo studies rats aged 8, 28 and 38 days were treated with 80 |j,g Ts/Kg body weight on 7
consecutive days until the animais reached 15, 35 and 45 days of age, respectively. On the
day of the experiment blood was collected for the determination of hormone and
triacylglycerol leveis. The in vivo treatment with T3 altered the leveis of T3, T4, TSH and
triacylglycerol in keeping with a state of induced hyperthyroidism. For the morphological
analysis, one testicle was fixed for light microscopy whilst the second testicle from the
same animal was processed for electron microscopy. A cytoskeletal fraction enriched in
intermediate filaments was obtained and the immunocontent, together with the in vitro
incorporation of radioactive orthophosphate, was quantified by optical densitometry of the
band corresponding to vimentin. The morphological studies revealed seminiferous tubules
maintaining the functional and structural integrity of the seminiferous epithelium with the

formation of a tubular lumen. In the Sertoli cells of treated rats, an increase was noted in



the quantity of rough endoplasmic reticulum, the Golgi apparatus was more developed and
there were dispersed lipids both within and without the cells, indicating that the cell was
intensively engaged in protein synthesis and processing, and that the treatment had
stimulated cell maturation. The results also showed that vimentin is expressed throughout
sexual development, although the immunocontent and tReP incorporation into vimentin
was decreased from the immafure to the pubertal phase, before recovering in the adult
animal. Both in vivo and in vitro hormonal treatments increased the high salt Triton
insoluble vimentin immunocontent and the phosphorylation of vimentin in the testicles of
rats in the immature and adult phases of sexual development. In the experiments on the in
vitro effect, it was found that a dose of 0.1 |o,M T3 stimulated in Vi incorporation into
vimentin without affecting the immunocontent of vimentin, whilst a dose of 100 |[iM had
the opposite effect. Meanwhile, intermediate doses (1 |[iM and 10 |iM) induced an increase
in phosphorylation and immunocontent of Triton X-100 insoluble vimentin. T3 may be
involved in several processes that regulate the organisation of the cytoskeleton or with
components of the intracellular signal transduction cascade. These results suggest that,
during sexual maturation, hormonal regulatory mechanisms are important in the balance
between polymerisation and depolynﬁerisation of intermediate filaments in the rat testicle.
Thus, the mechanisms by which T3 stimulates the phosphorylation and increases the
immunocontent of vimentin appear to directly involve kinase and/or phosphatase activity

in mediating signal transduction.



I. INTRODUCAO

1.1. TESTICULO

1.1.1. Estrutura funcional dos testiculos

O sistema reprodutor masculino ¢ formado pelo pénis, testiculos, um sistema de
ductos (ductos eferentes, ductos deferentes, ducto ejaculador) e pelas glandulas acessorias:
vesicula seminal, prostata e glandula bulbouretral (figura 1.1) (Fawcett., 1993; Ross et al.,
1995).

Osso Pubiano

Bexiga \ 17, A7 o)~ vesicula seminal

Tecido erétil

Uretra

P Gléandula Acessodria
Glande

Epididimo  gac0 escrotal Testiculo Sucio Deforents

Figura I.1. Representacdo esquemadtica do sistema reprodutor masculino. Adaptado de
Fawcett, 1993; Ross et al., 1995.

Os testiculos sdo 6rgdos pareados suspensos fora da cavidade abdominal no saco
escrotal. Na maioria das espécies de mamiferos os testiculos descem para o escroto durante
a fase embriondria do desenvolvimento, onde a temperatura mais baixa proporciona um
ambiente adequado para a espermatogénese. Estes orgdos produzem espermatozoéides e
uma variedade de hormonios esterdides e peptidicos importantes para a regulacdo da

reprodugdo masculina (Fawcett, 1993).



Artéria espermatica interna

Tinica vaginalis
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Figura L.2. Representagdo esquematica da estrutura celular de testiculos de mamiferos.
Esquema reproduzido e modificado segundo Fawcett, 1993; Dym, 1983; Skinner, 1991 e
Gray, 2000.

Os testiculos sdo formados por um tecido enddcrino-responsivo e requerem
interagdes célula-célula para a manutengdo e controle do crescimento e diferenciacdo
celulares (Skinner & Griswold, 1982). Eles sdo compostos basicamente de duas unidades
funcionais. O tecido intersticial vascularizado, constituido pelas células de Leydig, células

midides ou peritubulares, vasos sanguineos e linfaticos, fibroblastos e macréfagos



(Fawcett, 1993), sendo que a organizacdo desse compartimento varia consideravelmente de
uma espécie para outra (Steinberger & Steinberger, 1989). E os tibulos seminiferos, que
em animais sexualmente maduros sdo formados por 2 populagdes de células: uma
populagdo de células com baixa taxa proliferativa, as células de Sertoli; ¢ uma populacao
altamente proliferativa de células germinativas que migram continuamente da periferia do

tubulo para a superficie adluminal (Dym, 1983; Fawcett, 1993; Fawcett, 1991) (figura 1.2).

1.2. CELULA DE SERTOLI

1.2.1. Morfologia e papel na espermatogénese

As células de Sertoli sdo o principal componente estrutural do epitélio seminifero,
desempenhando um importante papel no controle e manutengdo da espermatogénese de
mamiferos (Fawcett, 1991). Elas tém contorno irregular com projegdes citoplasmaticas em
tomo das células germinativas. Elas sdo colunares e se estendem desde a por¢do basal até o
limen do tabulo, perpendicularmente a membrana basal. O nlcleo das células de Sertoli ¢
em geral ovoide ou triangular, podendo ter algumas pregas em sua superficie e possui
também um volumoso nucléolo. O estudo ao microscopio eletronico revela a presenga das
organelas habituais (aparelho de Golgi, reticulo endoplasmético liso e rugoso,
mitocondrias), numerosos lisossomas, microfilamentos, microtibulos, graos de glicogénio,
goticulas de lipideos, e diversos tipos de jungdes celulares entre as células de Sertoli
vizinhas que delimitam o compartimeﬁto basal (Vacheret, 2000 e Fawcett, 1993). Sua
estrutura foi descrita pela primeira vez pelo fisiologista italiano Enrico Sertoli, em 1865.
Ela se assemelha a uma arvore e através das coneccdes com as células vizinhas, ela cria um
microambiente controlado formando a barreira hematotesticular e fornecendo um espago
imunologicamente protegido. As ramificacdes citoplasmaticas Sertolianas envolvem as
células germinativas e ocupam todo o intersticio entre elas, facilitando o aporte de
substancias a partir do sangue e/ou sintetizadas pela Sertoli (figura 1.3) (Schlatt et al,

1997, Carreau et al., 1994; Fawcett, 1993).



Em ratos, as células de Sertoli se multiplicam durante os periodos fetal e pré-
pubere aproximadamente até os 16 dias de idade (Steinberger & Steinberger, 1971).
Observagdes morfologicas e histologicas demonstram que as células de Sertoli variam
qualitativamente e alteram o comportamento metabdlico durante os diferentes estagios do
ciclo do epitélio germinativo (Fawcett, 1991). Isso garante que as associagdes ambientais,
nutricionais e hormonais entre as células de Sertoli € germinativas sdo fundamentais para o
desenvolvimento completo da espermatogénese. Tanto a razdo quanto a duragdo da fase
proliferativa determinam o numero de células de Sertoli em testiculos adultos. Ja esta
demonstrado que cada célula de Sertoli é capaz de suportar um numero limitado de células
germinativas e, portanto o numero de células de Sertoli determina o potencial
espermatogénico maximo do testiculo (Jones & Berndtson, 1986; Simorangkir et al.,

1997).

Cs Ap B

Figura 1.3. Representacdo do epitélio seminifero mostrando a inter-relag@o entre as células
de Sertoli e as células germinativas. Células de Sertoli (CS); células peritubulares (PT);
Espermatogonias tipo A palidas (Ap), tipo A escuras (Ae), e tipo B (B); complexo
juncional (CJ); espermatoécitos primarios (P); espermatides primarias (Ep); espermatides
tardias (Et). (Dym, 1983).



1.3. HISTOFISIOLOGIA DO TESTICULO

As duas principais fungdes do testiculo, a secre¢do de hormonios esterdides e a
gametogénese sdo divididas anatomicamente, com a biossintese de androgenos ocorrendo
nas células de Leydig e a espermatogénese nos tibulos seminiferos. A hipofise anterior
participa no controle da esteroidogénese e da espermatogénese através da secrecao do
hormoénio liberador de gonadotrofmas (GnRH), do hormoénio luteinizante (LH) e do
hormoénio foliculo estimulante (FSH). A pituitaria anterior ¢ regulada em varios pontos
pelo sistema nervoso central que modula a secre¢do do GnRH. A figura 1.4 resume as

interacdes que formam o eixo hipotadlamo-hipdfise-testiculo (Bardin & Paulsen, 1998).

A espermatogénese depende da testosterona produzida pelas células de Leydig,
em resposta ao estimulo do LH ¢ do FSH, o qual atua sobre os tibulos seminiferos,
ligando-se especificamente as células de Sertoli (Steinberger & Steinberger, 1971). Além
da producdo de espermatozdides, a fungdo exdcrina do epitélio seminifero inclui a sintese e
secrecdo de proteinas testiculares com funcdes especificas e a liberagdo do fluido testicular
rico em potdssio (Fawcett, 1993), que sdo importantes na manutencdo da espermatogénese

ativa e da transferéncia dos espermatozoides através do sistema de duetos excretores.

1.4. HORMONIOS TIREOIDIANOS

A glandula tiredide e seus produtos hormonais sdo responsaveis por efeitos
fisiologicos que causam alteragdes em virtualmente todas as vias metabolicas e orgdos. Os
hormonios da tiredide modulam o consumo de oxigénio, a taxa de metabolismo basal, € o
metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas. Eles também alteram a razdo de sintese e

degradacdo de uma grande variedade de fatores de crescimento e hormonios (Norman &

Litwack, 1997).

Os efeitos dos hormoénios da tiredide podem ser divididos em 2 categorias de
resposta biologica: (a) efeitos na diferenciacdo celular e desenvolvimento, e (b) efeito nas

vias metabolicas. Essas duas acgdes sdao interconectadas, sendo que as mudangas no



crescimento e desenvolvimento s3o conseqiiéncias da modulagdio hormonal do

metabolismo.

1.4.1. Mecanismos de producio e secrecao dos hormonios tireoidianos

A regulacdo fisiologica da secre¢do dos hormoénios da tiredide € um sistema
complexo que envolve além da glandula tiredide, a participacdo do hipotalamo, pituitaria e

atividade neural (Norman & Litwack, 1997).

A producdo e secrecdo dos hormoénios tireoidianos ¢ regulada pelo TSH da
pituitaria. Ele se liga ao receptor de membrana na tiredide e estimula a liberacdo dos
hormonios tireoidianos a partir da tireoglobulina. O principal hormoénio liberado ¢ a
tiroxina (T4), em menores concentragdes a triiodotironina (T3), o T3 reverso (Tar) e as
tirosinas monoiodinadas. Além disso, o TSH regula a producdo de T3 nos tecidos
periféricos influenciando na atividade das deiodinases. O controle dos niveis hormonais
também pode ser regulado durante o desenvolvimento (Norman & Litwack, 1997; Fisher,

1996).

Os niveis de TRH e TSH também sdo controlados por um sistema de
retroalimentacdo negativa via T3 e T4, que agem tanto no hipotdlamo como na pituitdria
inibindo a producdo hormonal. O T4 precisa ser convertido a T3 pela deiodinase no tecido,
pois o efeito ¢ mediado por receptores nucleares para T3 que regulam a sintese de uma
proteina inibitéria. O T3 também causa a reducdo do numero de receptores para TRH. A
inibicdo ¢ direcionada primariamente na secrecdo e posteriormente na sintese de TSH

(Fisher, 1996; Norman & Litwack, 1997; Van Doom et ai, 1983).

Os hormonios circulam no plasma associados a proteinas de ligagdo. A mais
importante dessas proteinas ¢ a globulina de ligacdo de tiroxina (TBG), sendo que a
transtirretina ¢ a albumina desempenham um papel secundario. O T4 ¢é distribuido nos
tecidos periféricos, onde ¢ convertido a T3 por deiodinagdo através da acdo das deiodinases

teciduais. A maior parte do T3 circulante parece ser derivada da deiodinagdo hepatica do T4



pela deiodinase tipo 1 (Fisher, 1996). Os mecanismos de regulacdo da atividade da tire6ide
e da fungdo testicular formam o eixo hipotdlamo-hipofise-tiredide-testiculo, que esta

representado na figura [.4.
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Figura I.4. Eixo hipotalamo-hipofise-tiredide-testiculo. O testiculo esta dividido
funcionalmente em tecido intersticial, formado pelas células de Leydig e tubulos
seminiferos. O GnRH (horménio liberador de gonadotrofinas) hipotaldmico estimula a
liberagdo de LH e FSH na hipéfise. O LH liga-se a sitios de membrana especificos nas
células de Leydig, desencadeando a liberagdo de estradiol e testosterona, e estes controlam
a secrecao de gonadotrofinas na hipéfise por um mecanismo de retroalimentagdo negativo.
A testosterona secretada pela Leydig liga-se a receptores citoplasmaticos na célula de
Sertoli, sendo este um evento critico para a diferenciacdo espermatogénica. A ligagdo do
FSH ao receptor de membrana na célula de Sertoli também ¢ importante para a indugdo da
espermatogénese. A inibina, liberada pela célula de Sertoli, reduz a secre¢do de FSH. A
atividade da tiredide estd representada pelo TRH liberado por nervos hipotalamicos que
estimula a liberagdo de TSH pela pituitaria, e esta estimula a tiredide a liberar os
horménios tireoidianos. Os horménios T; e T4 secretados pela tiredide regulam por um
sistema de retroalimentagdo negativo a producdo e secre¢do de TSH ¢ TRH. O T; é o



hormoénio biologicamente ativo e possui receptores nucleares na célula de Sertoli de
testiculos de mamiferos, com a¢do central nas primeiras fases do desenvolvimento sexual.
Adaptado de Bardin & Paulsen, 1998; Norman & Litwack, 1997; Jannini et al, 1999.

1.4.2. Deiodinases

As principais vias do metabolismo dos hormodnios da tiredide sdo a deiodinacdo e
a conjugacdo. A deiodinagdo ¢ particularmente importante devido a regulagdo da
bioatividade dos hormonios tireoidianos. Assim, o pré-hormonio T4 € convertido no
hormdnio bioativo T3. A conjugacdo das iodotironinas envolve a sulfatacio ou
glicuronidagdo, para aumentar a hidrossolubilidade e facilitar a depuracdo urindria e biliar

(Darras et al., 1999; Hennemann & Visser, 1997).

A distribuicao tecidual das deiodinases ¢ similar em galinhas, humanos e ratos. A
atividade da deiodinase tipo 1 (DIl) estd presente no figado, rim e intestino, enquanto a
atividade da D2 ¢ encontrada principalmente no cérebro. A atividade da D3 ¢é encontrada
no figado, rim, cérebro, intestino e pele (Van der Geyten et al., 1997). As 3 isoenzimas
deiodinases apresentam padrdes de expressdo distintos durante o desenvolvimento e
especificos para cada tecido, funcionam com niveis de substrato 6timo individuais, sdo
diferentemente reguladas por hormonios, citocinas, fatores naturais e farmacos (Kohrle,

1999).

Em animais, a bioatividade da D2 cerebral ¢ marcadamente elevada pela
deficiéncia de hormonios tireoidianos mantendo as concentragdes de T3 no tecido se o T4
circulante diminuir. Uma diminui¢do na razdo de depuracdo do T3 pode ser outro
mecanismo para aumentar a biodisponibilidade do horménio em cérebro de ratos
hipotireoideos reduzindo a expressdo de D3. A D3 catalisa a inativacdo do T3, e ¢ uma
enzima importante na regulacdo dos niveis intracelulares locais de T3. A atividade da D3
no cérebro é regulada pelos horménios tireoidianos. A regulagdo coordenada das atividades
de D2 e D3 no cérebro parecem ser importantes para manter a homeostasia das

iodotironinas cerebrais (Darras et al., 1999).



1.5. REGULACAO HORMONAL DAS CELULAS DE SERTOLI

As células de Sertoli pelo seu envolvimento na formagdo da barreira sangue-
testiculo, controlam o ambiente onde ocorre a espermatogénese. Essas celulas possuem
sitios de ligagdo para os hormoénios FSH (Griswold et al, 1993; Means et al., 1980),
testosterona (Mulder et al., 1976), T3 (Palmero et al., 1995), vitamina A (retinol) (Skinner
& Grisvv”old, 1982; Eskild ef al, 1991) e la,25-diidroxi-vitamima D3 (la,25(0OH)2D3)
(Majundar et al., 1994), substincias estas que exercem efeitos moduladores importantes no
processo espermatogénico. Estes hormoénios regulam também aspectos do controle
metabolico como o aumento do crescimento corporal relacionado com a administragdo de
FSH e testosterona (Arslan et al, 1992), tamanho e peso testiculares e mudangas na

morfologia testicular (nimero e estrutura da célula de Sertoli).

1.5.1. Hormonios tireoidianos e célula de Sertoli

Alteragdes na atividade da tiredide estdo freqiientemente associadas a mudangas
na fun¢do testicular (Jannini et al, 1995). Entretanto, o papel fisioldégico dos hormoénios
tireoidianos na regulacdo da reproducdo masculina ainda é pouco estudado (Longcop,

1991).

Os efeitos bioquimicos do T3 in vivo e in vitro demonstraram que as células de
Sertoli sdo o principal alvo para os hormdnios tireoidianos no testiculo (Fugassa et al.,
1987; Palmero et al., 1990; Ulisse et al, 1992, Silva et al, 2001). O aumento da atividade
metabolica dessa célula causado por T3 parece ser pré-requisito para a expansdo da
espermatogénese. Assim, o T3 juntamente com o FSH desempenham um papel central

como reguladores das primeiras fases do desenvolvimento tubular (Janinni et al, 1995).

Receptores nucleares dos hormonios tireoidianos sdo codificados por dois
protooncogenes altamente relacionados, c-erb Aa e c-erb B|3. Esses genes codificam
quatro espécies diferentes de RNAm gerando distintas isoformas de. receptores para oS
hormonios tireoidianos (TR): TRai, TRaz, TRpi, TRP2 (Lazzar, 1993). Estudos da ligacdo

hormoénio-receptor ¢ hibridizacdo in sifu indicaram que a célula de Sertoli é o alvo dos



hormonios tireoidianos no testiculo, com agdo coincidente com a expressdo dos receptores
TRoci (Jannini et al, 1999). Sitios de ligagdo para os TR foram encontrados em testiculos
de ratos durante toda a fase proliferativa (Buzzard et al, 2000). Entretanto, ainda que
receptores para hormonios tireoidianos terem sido descritos em todas as fases do
desenvolvimento sexual, receptores funcionais para T3 s6 foram detectados na fase imatura

(Fugassa et al, 1987; Palmero et al., 1990; Ulisse et al., 1992, Jannini et al., 1999).

Muitas das funcoes das células de Sertoli estdo sob o controle dos hormonios
tireoidianos. Os hormonios da tiredide estimulam o transporte de glicose, aumentam a
producdo de gama-glutamil transpeptidase, proteina ligadora de andrégenos (ABP) e fator
de crescimento semelhante a insulina-I, inibem a atividade da aromatase e afetam o

metabolismo da testosterona nas células de Sertoli (Silva et al., 2002).

A diferenciacdo das células de Sertoli e germinativas in utero e a subseqiiente
proliferagdo durante a fase fetal e pos-natal sdo eventos complexos que envolvem sinais
desconhecidos para a sua inicializacdo e diferenciagdo. No rato a proliferagdo méaxima das
células de Sertoli ocorre no final da gestagdo e no periodo perinatal (Orth, 1982),
coincidindo com a fung¢do fetal da tireéide (Dubois & Dussault, 1977), com a capacidade
de ligacdo maxima do T3 no testiculo (Jannini et al, 1990), e com a expressio da ABP
induzida por FSH, produ¢do de AMPc e atividade da aromatase (revisado por Bardin et al.,

1994).

Os hormoénios tireoidianos desempenham um papel fundamental na regulacao
terminal das células de Sertoli. O T3 exogeno, aplicado por um periodo transitério aumenta
o tamanho do testiculo na fase imatura. No entanto, a administragdo prolongada com T3 in
vivo acelera o desenvolvimento do testiculo por reduzir o periodo proliferativo das células
de Sertoli e dos gondcitos, diminuindo conseqiientemente o nimero de células de Sertoli
por testiculo, antecipando a formag¢do do limen tubular, e reduzindo o peso final do
testiculo no adulto. Entretanto, em testiculos de animais adultos, o tratamento com
hormonios tireoidianos nao induz alteragdes morfologicas, confirmando o periodo critico

da efetividade dos hormonios tireoidianos na fase imatura (Janinni ef al., 1995).

Os diferentes efeitos biologicos induzidos por T3 podem provir de multiplos sitios

celulares. Sitios de ligacdo especificos ja foram detectados na membrana plasmatica, no



citosol, na mitocondria, no envelope nuclear e no nucleo (Segai et ah, 1989; D’Amiiento &
Jannini, 1992; Jannini et al, 1999; Arambepola et ai, 1998; Kobayashi & Horiuchi, 1995;
Wrutniak et al., 1998; Silva et al., 2001; Wrutniak-Cabello et al., 2001).

As constantes hipdteses de trabalho sugerindo outros sitios de agdo, além da agdo
nuclear, para os horménios tireoidianos, ja demonstraram o envolvimento do T3 com a
atividade da calcio-ATPase na membrana plasmatica e a evidéncia do papel do calcio
como primeiro mensageiro em varios tecidos de ratos (Segai et al, 1989; Segai, 1990).
Silva e colaboradores (2001) demonstraram que o T3 produz hiperpolarizagdo imediata no
potencial de membrana da célula de Sertoli e estimula a captagdo de aminoacidos neutros
em testiculos de ratos imaturos, fornecendo evidéncias, pela primeira vez, da acdo do

hormoénio na membrana plasmatica da célula de Sertoli.

A expressdo de receptores para T3 no testiculo e a demonstracdo de que o
hormonio afeta a fungdo testicular, levantam numerosas hipdteses para o estudo da

dinamica das proteinas do citoesqueleto nas células de Sertoli.

1.6. CITOESQUELETO

A habilidade das células eucaridticas em adotar uma variedade de formas e
desenvolver movimentos coordenados e direcionados depende de uma rede complexa de
filamentos protéicos que se estende por todo o citoplasma. Esta rede ¢ denominada de
citoesqueleto e ¢ uma estrutura dindmica que se reorganiza continuamente, sendo
responsavel pela mudanca da forma, divisdo e movimento celular. O citoesqueleto fornece
a maquinaria para os movimentos intracelulares, como o transporte de organelas de uma
regido a outra no citoplasma e a segregacdo dos cromossomos durante a mitose (Elson,
1988; Ingber, 1993), e ¢ provavelmente a Unica estrutura celular que liga diretamente a
superficie celular ao ntcleo (Janmey, 1998). As proteinas do citoesqueleto fornecem uma

organizacdo estrutural para o interior da célula, ajudando a estabelecer compeirtimentos

metabolicos. Por outro lado, as proteinas do citoesqueleto formam caminhos para o
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transporte intracelular, promovendo e mantendo fungdes celulares diferenciadas. Assim, o

citoesqueleto constitui a rede central da morfologia celular (Kirkpatrick & Scott, 1999).

O citoesqueleto proporciona uma rede estrutural na qual varias organelas e
eventos celulares sdo organizados, mas, apesar disso, ele ndo ¢ uma estrutura estatica
(Nixon, 1998). Alterag¢des na dinamica do citoesqueleto tornam a célula habil a responder a
alteragcdes do meio. As diversas atividades do citoesqueleto dependem de trés tipos de
filamentos protéicos: microtibulos, filamentos intermediarios e microfilamentos. Cada tipo
de filamento ¢ formado pela associacdo ou polimerizagdo de mondmeros especificos:
microtubulos sdo polimeros de tubulina; filamentos intermedidrios sdo formados por uma
familia de proteinas fibrosas e microfilamentos por actina monomérica (actina G). Os
aspectos dindmicos da estrutura citoesquelética sdo viabilizados por proteinas acessorias
que se ligam as subunidades protéicas polimerizadas ou ndo e controlam a estabilidade dos
filamentos, sua posicdo dentro da célula, sitios de ligagdo especificos ao longo dos
filamentos para a associacdo com complexos protéicos, organelas e membrana celular
(Elson, 1988; Ingber, 1993). Esta diversidade ¢ refletida na especializacdo funcional, na
expressdo especifica em cada célula e tecido e na regulacdo durante o desenvolvimento
(Shelanski et al., 1994). Os trés tipos gerais de filamentos protéicos que compdem o

citoesqueleto sdo demonstrados nas figura L.5.

Figura L.5. Os trés tipos de filamentos protéicos do citoesqueleto. (a) agulhas de actina
agrupadas formando fibras de “stress”, (b) microtibulos irradiando do centro celular, e (c)
filamentos intermediarios estendendo-se em todo o citoplasma. A linha superior apresenta
os filamentos marcados com imunofluorescéncia apds tratamento com anticorpos
especificos. As figuras da parte inferior mostram os filamentos visualizados por
microscopia eletronica, segundo Nelson & Cox, 2000.



1.6.1. Filamentos intermediarios

Os filamentos intermedidrios (FIs) sdo parte do citoesqueleto e sdo portanto,
componentes centrais para a citoarquitetura e integridade estrutural dos tecidos (Fuchs &
Cleveland, 1998). Eles representam uma das trés principais classes de sistemas

citoesqueléticos encontrados em células eucarioticas.

Existem 6 classes de FIs e mais de 50 diferentes produtos génicos. O maior
numero das proteinas dos Fls sdo classificados como as queratinas tipo I e II, e a expressao
¢ regulada durante o desenvolvimento, sendo assim, para muitos tecidos, marcadores de
células epiteliais. Vimentina, desmina, proteina fibrilar glial acida (GFAP) e periferina
formam o terceiro grupo de FIs. Cada uma dessas proteinas ¢ capaz de se ligar formando
homopolimeros. As proteinas de FIs do tipo IV constituem as 3 subunidades de
neurofilamentos (NF-M, NF-H e NF-L) que sdo heteropolimeros, assim como a a-
intemexina, que ¢ um homopolimero. Os FI do tipo V estdo localizados no nucleo onde
polimerizam-se para formar a lamina nuclear. A proteina do tipo VI ¢ a nestina que ainda
ndo foi extensivamente caracterizada (Goldman, .1999). Essas proteinas sdo expressas
diferentemente nos tecidos. Os neur6nios expressam neurofilamentos; os astrocitos
expressam GFAP; células epiteliais, queratinas; células mesenquimais, vimentina e células

musculares, desmina (Steinert & Roop, 1988; Treska et al, 1993).

Os filamentos intermediarios sdo formados por um grupo heterogéneo de
proteinas fibrosas, as quais possuem um dominio amino-terminal, um dominio carboxi-
terminal e uma regido central. A porcdo central dos mondmeros consiste de uma regidao em
a-hélice, contendo uma seqiiéncia de 310 aminoacidos altamente conservada,
determinando a homologia entre as proteinas dos filamentos intermediarios. Os dominios
amino e carboxi terminais variam em tamanho e seqliéncia de aminoacidos nos diferentes
filamentos intermediarios. Para a formac¢do dos filamentos intermediarios, inicialmente as
regides a-helicoidais de dois mondmeros se alinham e se enrolam paralelamente formando

um dimero; dois dimeros se ligam lado a lado numa conformacdo antiparalela para formar
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um tetrdmero. Apoés, oito tetrdmeros enrolam-se para formar a estrutura do filamento
intermedidrio com 10 nm de didmetro (Steinert & Roop, 1988; Albers & Fuchs, 1992;
Okabe et al., 1993; Stewart, 1993) (figura 1.6).

NH, COOH

A) M

Regido o-hélice
NH, COOH

B) M
NH; dimero OOH

NH»
COOH NH, COOH

C) %—M_@
tetramero

10 nm

Figura 1.6. Representacdo esquematica da formacdao de um filamento intermediario: A)
mondmero; B) dimero; C) tetrdmero, formado de dois dimeros dispostos
antiparalelamente; D) dois tetrdmeros associados; E) filamento intermediario com 10 nm
de didmetro. Segundo Alberts et al., 1994.

Os FIs sdo estruturas dindmicas em cé¢lulas vivas. Suas propriedades sdao
reguladas por mecanismos complexos envolvendo ligagdes com outros elementos do
citoesqueleto, como os microtibulos e microfilamentos, através de uma familia de
proteinas associadas aos FIs (IFAPs), e com proteinas motoras, como as cinesinas (Chou,
et al., 2001 e Goldman et al., 1999). Devido a alteragdes dindmicas na distribui¢do e
organizacdo dos Fls in vivo, estes estdo em constante movimento nas células incluindo
extensdo e retragdo que sdo dependentes da presenca de microtibulos intactos (Martys et

al., 1999). A fosforilagdo destas proteinas desempenha um papel no processo de troca



polimero/subunidade livre implicado em muitas das propriedades dindmicas. A
fosforilagdo de proteinas de FIs pode estar correlacionada também com estado
organizacional do polimero em células mitdticas, e despolimerizacdo da rede de FI
(Goldman et ai, 1999). Além disso, durante a interfase, sugere-se que o estado de
polimerizacdo dos FIs seja regulado pelo balango entre as atividades de quinases e
fosfatases (Erickson et ai, 1992). Devido a suas propriedades, os FI desempenham um
importante papel em muitas atividades fisiologicas normais através de mecanismos

celulares de transducao de sinal (Chou et al, 1997).

Vimentina e Citoqueratina

Estudos bioquimicos e imunohistoquimicos demonstraram que as células
expressam proteinas de FIs especificas de acordo com o tipo celular, ¢ podem ser usadas
para determinar a origem e o estado de diferenciacdo da linhagem celular tanto in vivo
quanto in vitro (Virtanem et al., 1981; Franke et al, 1982; Paranko et al, 1986). As
citoqueratinas sdo compostas por um grupo heterogéneo de proteinas classificadas em
queratinas tipo I e tipo II, que estdo presentes em combinagdo em varios tipos de células
epiteliais (Goldman er al, 1999). A vimentina ¢ a mais comum das proteinas de
filamentos intermediarios. E expressa durante o desenvolvimento em células
mesenquimais, tumorais € em cultura (Goto et al., 1998). Ela ¢ a tnica proteina de FI na
qual freqlientemente forma-se uma rede de FI suporte antes da expressdo e polimeriza¢ao
das proteinas especificas do tecido diferenciado, como a desmina, periferina, ¢ GFAP

(Goldman etal., 1999).

1.6.2. Citoesqueleto testicular

Os filamentos intermedidrios sdo os componentes mais estdveis do citoesqueleto,
caracterizados pela especificidade tecidual e expressdo transitoria durante o
desenvolvimento, sensibilidade & regulacdo hormonal, alteragdes no numero e distribuicdo

intracelular (Goto etal., 1998; Paranko etal., 1986; Sasaki efal., 1998).



Nas células de Sertoli o citoesqueleto ¢ formado por microfilamentos, filamentos
intermedidrios e microtibulos (Vogl, 1989; Stosiek, et al, 1990; Amlani & Vogl, 1988).
Essas células possuem um sistema citoesquelético bem desenvolvido que muda de acordo

com os ciclos do epitélio seminifero (Tanemura et al., 1994).

A célula de Sertoli modifica a forma para se adaptar as alteracdes de estrutura e
movimento das células germinativas. Essas mudangas de forma ocorrem devido a um
citoesqueleto elaborado formado por um sistema complexo envolvendo microfilamentos e
filamentos intermedidrios, ricos em actina e vimentina, respectivamente. Isso confere
alternativamente rigidez e flexibilidade celular necessaria a mobilidade das células
germinativas (Carreau et al, 1994). Em geral, os filamentos intermediarios fornecem

estabilidade mecanica para as células (Lazarides et al., 1980).

A vimentina ¢ descrita como a proteina de filamento intermedidrio caracteristica
nas células de Sertoli em muitos mamiferos, incluindo o homem (Rodriguez et al., 1999;
Rogatsch et al, 1996; Davidoff et al., 1990; Miettinen et al., 1985; Franke et al., 1979).

Entretanto, o significado fisioldgico da vimentina nessas células ¢ ainda desconhecido.

A expressdo de receptores nucleares especificos para T3 em testiculos (Palmero et
al., 1995) e a demonstragdo de que este hormonio afeta diretamente as fungdes das células
de Sertoli em ratos imaturos, no periodo inicial critico do desenvolvimento testicular
(Fugassa et al., 1987; Palmero et al., 1990; Ulisse et al., 1992, Silva et al, 2001), sugerem
as células de Sertoli como um modelo sensivel para o estudo da regulacdo da expressao,

das fungdes e da estabilidade das proteinas do citoesqueleto nestas células.

1.6.3. Fatores que alteram o metabolismo das proteinas do

citoesqueleto

Os componentes do citoesqueleto podem ser alterados quali ou quantitativamente
durante a diferenciacdo, o desenvolvimento e apds situacdes de desnutricdo, isquemia
cerebral, exposicdo a substancias toxicas e acdo hormonal (Paranko et al., 1986; De-Mattos

et al., 1993; De-Morais et al., 1996; Hall et al., 1995; Spencer et al., 1998). No testiculo,



por exemplo, a integridade funcional dos microtibulos é necessaria para a plenitude do

estimulo do FSH no transporte de aminoacidos neutros (Wasserman et al., 1989).

O controle hormonal dos filamentos intermedidrios no testiculo ¢ pouco
conhecido. Em cultura, a organizacdo dos FIs pode ser afetada por calcio (Spruill et al,
1983a) e FSH (Spruill 1983b). As alteracdes observadas nos FI das células de Sertoli
sugerem que ha uma importante relacdo entre a maturagdo do testiculo e o sistema de

filamentos citoplasmaticos (Paranko et al, 1986).

A presenca simultanea de citoqueratina e vimentina nas células de Sertoli na fase
fetal e no inicio da fase pds-natal ¢ um fendmeno raro em células normais (Franke et al.,
1979; Virtanen et al, 1981). Alteragdes qualitativas na expressdo (co-expressao) de
proteinas dos filamentos intermediarios ocorrem durante a diferénciagio, 0
desenvolvimento embrionario e sob condi¢des patologicas em testiculos na fase adulta.
Esse fenomeno de co-expressdo ¢ fisiologicamente encontrado em varios tecidos fetais e
também em patologias ndo reativas, degenerativas e lesoes proliferativas (Rogatsch et al.,

1996).

Os filamentos intermediarios sofrem alteragdes dindmicas na organizagdo durante
diferentes estagios do ciclo celular ou durante a sinalizagdo celular (Erickson et al, 1992;
Steinert & Roop, 1988) e a fosforilagdo ¢ o fator chave na regulagdo da organizacdo do

citoesqueleto (Eriksson & Goldman, 1993).

1.7. FOSFORILACAO DE PROTEINAS

A fosforilagdo compreende um mecanismo molecular de fundamental
importancia na regulacdo bioldgica, onde diferentes tipos de sinais extracelulares
produzem diversos efeitos fisiologicos regulando o estado de fosforilacdo de determinadas
fosfoproteinas nas células-alvo. Varios sinais extracelulares, chamados de primeiros
mensageiros, tais como neurotransmissores, hormoénios, fatores troficos e drogas produzem
a maior parte dos efeitos fisiologicos por regulacdo do estado de fosforilagdo de

fosfoproteinas em células alvo (Walaas & Greengard, 1991). Estes primeiros mensageiros
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desencadeiam um mecanismo em cascata alterando os niveis intracelulares de segundos
mensageiros (AMPc, GMPc, Ca'", fosfolipideos, etc) que, por sua vez, agem sobre o
sistema fosforilante modificando o nivel de fosforilagdo de substratos especificos e
traduzindo-se na modulagdo de uma resposta fisioldgica (figura 1.7) (Nestler & Greengard,
1994).
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Figura 1.7. Representagdo esquematica do sistema de fosforilagdo de proteinas e alguns
dos agentes regulatorios. Adaptado de Nestler & Greengard, 1994.

Os sistemas de fosforilagdo e desfosforilagdo consistem de uma proteina quinase,
uma proteina fosfatase e um substrato protéico. O substrato protéico ¢ convertido de uma
forma desfosforilada & uma forma fosforilada por uma proteina quinase. Por sua vez, a
forma fosforilada ¢ convertida novamente na forma desfosforilada por uma proteina
fosfatase. As proteinas quinases catalisam a transferéncia do grupo fosfato terminal do
ATP ao grupamento hidroxila de um residuo de aminoécido do substrato, sendo o Mg**
necessario para esta reagdo. As proteinas fosfatases catalisam a hidrélise da ligagao éster,
retornando a proteina novamente ao estado ndo fosforilado (figura 1.8) (Nestler &
Greengard, 1994).
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Figura 1.8. Representagdo esquematica de um sistema fosforilante. A reagdo de
fosforilagdo ¢é catalisada por uma quinase que transfere o grupamento fosfato de uma
molécula de ATP para o grupo hidroxila da cadeia lateral de um residuo de serina, treonina
ou tirosina do substrato protéico. A remog¢do do grupamento fosfato € catalisada por uma
fosfatase. Adaptado de Alberts et al., 1994.

1.7.1. Proteinas quinases

As proteinas quinases sdo classificadas, de acordo com os residuos de
aminodcidos que fosforilam, em serina/treonina ou tirosina quinases. Um pequeno numero
de quinases sdo conhecidas como tendo fung¢do dupla de quinase por fosforilarem
substratos protéicos em serina/treonina e tirosina. Aproximadamente 95% dos residuos
fosforilados sdo serina, 3 a 4 % treonina e menos que 1% tirosina (Nestler & Greengard,

1994).

O mecanismo de ativagdo mais comum as serina/treonina quinases ¢ mediado por
segundos mensageiros, tais como AMPc, GMPc, Ca"", fosfolipideos e acido araquidénico.
As tirosina quinases s3o freqiientemente associadas a receptores e ativadas diretamente
pela ligagdo de primeiros mensageiros (Nestler & Greengard, 1994). Além destes dois
mecanismos de ativagdo de quinases, ¢ descrito que a maioria das quinases estudadas
apresenta sitios autofosforilaveis. Devido ao fato de os grupos fosfato serem negativamente
carregados, a fosforilagdo de uma proteina altera a carga protéica, o que pode causar uma
alterag@o conformacional na molécula, influenciando conseqiientemente na fungao (Wallas

& Greengard, 1991).



1.7.1.1. Serina/treonina quinases

Proteina quinase dependente de AMP ciclico (PKA)

A PKA ¢ encontrada em todas as células eucaridticas e atua sobre uma grande
variedade de substratos protéicos incluindo proteinas constituintes do citoesqueleto. A
PKA, na forma inativa, consiste de um tetrdmero de duas subunidades cataliticas e duas
subunidades regulatorias, com pesos moleculares de 40 kDa a 55 kDa. O AMP ciclico
ativa a holoenzima ligando-se as subunidades regulatérias e promovendo a dissociacdo da
holoenzima em subunidades regulatorias e cataliticas livres e ativas. A hidrolise do AMP
ciclico pela fosfodiesterase de nucleotideo ciclico leva a nova associacdo e regeneragdo da
holoenzima inativa. Além da fosfodiesterase, a PKA pode ser regulada pela
autofosforilagdio das subunidades regulatorias (Walaas & Greengard, 1991). A
desfosforilagdo ¢ catalisada pela proteina fosfatase 2B (PP2B), provocando a

reestruturagao da holoenzima e conseqilientemente a inatividade (Cohen, 1989).

Proteina quinase dependente de cadlcio/calmodulina ( CaMK)

A CaMK ¢ ativada pelo célcio em associagdo com a proteina calmodulina. A
CaMK do tipo II (CaMKII) apresenta ampla distribui¢ao celular e especificidade de

substrato, sendo considerada uma enzima multifuncional (Nestler & Greengard, 1994).

A CaMKH possui duas ou mais subunidades com pesos moleculares que variam
de 45 a 65 kDa, cada uma com sitio de ligacdo para a calmodulina e com a propriedade de
autofosforilacdo. Esta propriedade de autofosforilagdo gera uma atividade enzimatica
independente  de  calcio/calmodulina, prolongando a ativacdo da enzima e,
conseqiientemente, a duracdo da resposta celular. No entanto, esta forma da enzima
independente de calcio/calmodulina ¢ revertida pela acdo de proteinas fosfatases (Rostas

& Dunkley, 1992; Hanson & Schulman, 1992).



Proteina quinase dependente de calcio/fosfolipidios (PKC)

A PKC ¢ ativada pelo calcio em associacdo com o diacilglicerol (DAG).
Compreende uma familia de isoformas que apresentam localiza¢des subcelulares distintas
e diferentes maneiras de ativacdo no que se refere a translocagdo para a membrana e
quanto ao requerimento de calcio ¢ DAG (Walaas & Greengard, 1991). Além do -DAG,
acidos graxos insaturados, e lisofosfolipideos produzidos pelo metabolismo do acido

araquidonico também sdo efetivos em ativar a PKC (Nishizuka, 1992).

Proteina quinase dependente de GMP ciclico (PKG)

A PKG ¢ uma holoenzima com duas subunidades. Cada subunidade contém um
dominio regulatdrio com dois sitios de ligagdo para o GMP ciclico e um dominio catalitico
(Nestler & Greengard, 1994). A hidrélise do GMPc pela fosfodiesterase de nucleotideo
ciclico leva a inativagdo da enzima. Poucos substratos sdo descritos, porém, sabe-se que
esta enzima ¢ responsavel pela fosforilagdo de um inibidor (substrato G) da proteina

fosfatase do tipo 2A (PP2A) (Aswad & Greengard, 1981).

1.7.1.2. Tirosina quinases

Estas enzimas sdo freqlientemente ligadas a receptores de membrana plasmatica.
A atividade das tirosina quinases ¢ regulada pela ligagdo do efetor ao receptor que
promove a autofosforilagdo dos residuos de tirosina e, desta forma, a ativacdo da enzima

(Walaas & Greengard, 1991).

1.7.2. Proteinas fosfatases

As fosfatases, assim como as quinases, sdo um elemento importante nos sistemas
de fosforilacdo protéica. Atualmente, o conhecimento a respeito das fosfatases ¢ mais

restrito do que em relagdo ao das quinases, entretanto, estudos indicam que muitas



respostas fisiologicas também sdo mediadas através da regulacdo de fosfatases (Naim &
Shenolikar, 1992; Nestler & Greengard, 1994). As fosfatases promovem a reversibilidade
da acdo das quinases e assim sendo, o papel na regulacio do estado de fosforilagdo de

proteinas ¢ cada vez mais evidente (Cohen, 1992; Hunter, 1995).

As proteinas fosfatases sdo classificadas como serina/treonina fosfatases ou
tirosina fosfatases relacionando-as aos residuos de aminoacidos que elas desfosforilam.
Entretanto, algumas fosfatases podem atuar sobre os trés residuos de modo que pode
ocorrer uma certa sobreposicdo de sitios desfosforilaveis (Vinadé et al, 1997). As
serina/treonina fosfatases sdo classificadas em: proteina fosfatase do tipo 1 (PPI), proteina
fosfatase do tipo 2A (PP2A), proteina fosfatase do tipo 2B (PP2B) e proteina fosfatase do
tipo 2C (PP2C) (Nestler & Greengard, 1994; Cohen, 1989; Strack et al, 1997). As
tirosinas fosfatases, especificas para residuos de fosfotirosina, sdo encontradas em diversos
tecidos, apresentando diferentes isoformas, mas os mecanismos através dos quais os sinais
extracelulares e intracelulares regulam as atividades destas fosfatases ndo estdo claramente

estabelecidos (Walaas & Greengard, 1991).

1.8. FOSFORILACAO DAS PROTEINAS DO CITOESQUELETO

A fosforilagdo ¢ um evento extremamente importante tanto na organizagao
quanto na polimerizagdo dos filamentos intermediarios (Sanhai et al, 1999). A fosforilagao
de proteinas do citoesqueleto pode modular as interagdes entre os componentes
filamentosos, como microfilamentos, microtibulos e filamentos intermediarios (Pedrotti &
Islam, 1996). A reorganizacdo dos FIs parece ser regulada por sitios especificos de
fosforilagdo nos residuos de serina e treonina por diversas proteinas quinases associadas
aos Fls, em estudos demonstrados in vivo (Pedrotti & Islam, 1996; Inagaki et al, 1987,
Inagaki er al, 1996). O uso de anticorpos anti-sitios de fosforilagdo especificos das
proteinas de FI ¢ uma importante ferramenta para detectar a atividade de proteinas
quinases que fosforilam a vimentina especificamente naySerA, Ser™”, Ser°, Ser™ e Ser*”.
Isso permite visualizar a atividade de quinases da vimentina durante a sinalizagdo celular

ou mitose, mas nao se detecta durante a citocinese (Goto et al, 1998).



A alteracdo no estado de fosforilagdo de uma proteina ¢ atribuida as alteragoes
nas atividades das proteinas quinases ou das proteinas fosfatases, ou ainda a mudangas nas
propriedades da propria proteina como um substrato para distintas quinases ou fosfatases

(Walaas & Greengard, 1991; Nestler & Greengard, 1994).

Os FIs sdo relativamente mais estaveis se comparados aos outros componentes do
citoesqueleto como os filamentos de actina e os microtibulos. Entretanto, intensivos
estudos in vitro mostraram sitios de fosforilacdo especificos para diversas quinases, como a
proteina quinase A (PKA), proteina quinase C (PKC), quinase dependente de calcio e
calmodulina II (CaMKII) e a quinase cdc 42 alterando drasticamente a estrutura desses
filamentos (Inagaki et al, 1987). Posteriormente, algumas dessas quinases foram
identificadas in vivo: a quinase cdc 42 ¢ ativada em células em mitose, a PKC ¢ ativada da
metafase para a anafase, ¢ a CaMKII ¢é ativada em resposta ao receptor mediado pela
hidrolise do fosfoinositideo. A Rho quinase também foi identificada in vivo como uma
proteina quinase de FI que fosforila especificamente a proteina fibrilar acida (GFAP) e a
vimentina. A fosforilacdo da vimentina pela Rho quinase impede a formacdo de filamentos

in vitro (Kosako et al., 1997; Goto et al., 1998).

As fosfatases também desempenham um papel importante na manutencdo da
integridade estrutural dos FIs nas células em interfase. A proteina fosfatase 1 (PPl) ¢ uma
fosfatase com funcdo central no ciclo celular, que pode ser regulada por interagdes na
subunidade catalitica com uma variedade de proteinas regulatorias. O envolvimento de PPl
com a vimentina ¢ sugerido para a integridade dos FI (Goto et al, 1998; Inada et al,
1999). Nas células em interfase ha uma atividade balanceada entre a Rho quinase e a PPl
Isso indica que os FIs sdo altamente dindmicos, € que ocorre uma troca continua entre os
FlIs soluveis e os polimerizados, para estabelecer o equilibrio (Inada ef al., 1999; Inagaki et
al, 1996). O balanco entre as atividades da Rho quinase e da PPI, parece ser essencial ndo
s6 na modulagdo da estrutura e plasticidade dos FIs, como também na adesdo célula-
substrato, motilidade celular e reorganizagdo dos filamentos de actina durante a interfase.
O estudo do mecanismo molecular da agdo dessas proteinas podera esclarecer muito sobre

a dinamica dos FIs (Inada et al., 1999).
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II. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Apoiados ao fato de que o hormonio T3 possui receptores nucleares e outros sitios
de ligacdo nas células de Sertoli de testiculos de ratos, estd envolvido nos processos de
proliferacdo e maturagdo destas células e que os filamentos intermediarios sdo proteinas
dinamicas nas células que podem estar envolvidas em vias de transdugdo de sinais podendo
ser regulados por hormoénios, o objetivo geral deste trabalho foi estudar o efeito do T; tanto
in vivo quanto in vitro nas proteinas de filamentos intermediarios de testiculos de ratos

durante o desenvolvimento sexual.

T3
O‘ = "
/ [ | 2
Receptor na
célula de Sertoli

Prolifera¢do e maturagao
da célula de Sertoli

BR,.

Maturacao celular

Diversas respostas
bioldgicas

Figura II.1. Representacdo esquematica da hipotese de estudo do envolvimento do T; na
regulacdo das proteinas de filamentos intermediarios das células de Sertoli de testiculos de
ratos.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Caracterizar as proteinas de filamentos intermediarios em testiculos de rato durante

o desenvolvimento sexual.

v' Estudar o perfil ontogenético do imunoconteudo e da fosforilagio in vitro da
vimentina presente na fragdo citoesquelética insoluvel em Triton X-100 em

testiculos de ratos imaturos, puberes ¢ adultos.

v' Estudar o efeito do tratamento in vivo com T3 nos indices somaticos (pesos corporal
e gonadal) e nas concentragdes plasmaticas dos hormonios tireoidianos ¢ do TSH

de ratos nas diferentes fases do desenvolvimento sexual.

v Determinar as concentracdes plasmaticas de triacilglicerol apos o tratamento in vivo

com T3.

A Avaliar o perfil morfologico de testiculos de ratos imaturos apds tratamento in vivo

com T3.

v Estudar o efeito do tratamento in vivo com T3 no imunocontetido e na fosforilagdo
da vimentina presente na fragdo citoesquelética enriquecida em filamentos

intermediarios de testiculos de ratos durante o desenvolvimento sexual.

v' Estudar o efeito dose-resposta do T3 in vitro no imunocontetido e na fosforilagdo da
vimentina presente na fragdo citoesquelética enriquecida em filamentos

intermediarios de testiculos de ratos imaturos.

v" Avaliar o efeito in vitro do T3 no imunocontetido e na fosforilagdo da vimentina de

testiculos de ratos durante o desenvolvimento sexual.



III. MATERIAIS E METODOS

II1.1. MATERIAIS

III.11. Solugdes e reagentes

lI.1.1.1. Hormonio 3,5,3 -triiodo-L-tironina: utilizado para o tratamento in vivo dos
animais e nas incubagdes in vitro, inibidores de protease: fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF); benzamidina; leupeptina; antipaina; quimostatina e

pepstatina, adquiridos da Sigma Chemical Company, Saint Louis, M.A., USA.

Il 1.1.2. Reagentes utilizados na preparagdo do tampdo para extragdo de proteinas

Tabela I11.1. Composi¢ao do tampao Krebs-Hepes

NaCl 124 mM
KCl 4 mM
MgS04 1,2 mM
Na-HEPES 25 mM
Glicose 12 mM
CaClz 1 mM
Benzamidina 1 mM
Leupeptina 1MM
Antipaina 0,7 MM
Quimiostatina 0,7 "M
Pepstatina 0,7 "M

PH 7,4




Tabela III.2. Composi¢do do tampdo de alta forca iOnica para extra¢do de proteinas de

filamentos intermediarios.

KH2Po4 5 mM
KCl 600 mM
MgCl2 10 mM
EGTA 2 mM
EDTA 1 mM
Triton X - 100 1%
PMSF 1 mM
Benzamidina 1 mM
Leupeptina 1 iM
Antipaina 0,7 MM
Quimiostatina 0,7 | XM
Pepstatina 0,7 MM
PH 7,1

Acido Etilenoglicol-bis(P-aminoetill eter)-N,N,N’,N’- tetracético (EGTA); Acido
etilenodiamino tetracético (EDTA). Os reagentes utilizados na composi¢do do tampao

foram adquiridos da Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO., USA.

1l 1.1.3. Substancias para precipitacdo, lavagem e dilui¢do das proteinas

v" Acido Tricloroacético (TCA) 10%: para precipitar as proteinas do citoesqueleto.
v' Etanol Absoluto: para delipidar as proteinas apds precipitagio.

v Acetona: para retirar o etanol e devido a sua volatilidade, permitir que a amostra seque

mais rapidamente.

v Dodecil Sulfato de Soédio (SDS) 1%: para diluir as proteinas, assim como fomecer-lhes

carga negativa para posterior migracao eletroforética.



1l 1.1.4. Tampdo de preparagdo das amostras

Tabela I11.3. Composi¢do do tampao de preparacdo das amostras

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 5%
Tris-HCI 1,5 M 0,065 M
Glicerol 20 %
P-Mercaptoethanol 10%

pH 6,8

Pirronina Y diluida a 2,5 mg/mL foi utilizada como corante para acompanhar a migragdo
eletroforética. Os reagentes foram provenientes da Sigma Chemical Company, Saint Louis,

MO., USA.

Il 1.1.5. Padrdo de peso molecular SDS-6H (Sigma Chemical Company, Saint Louis,
MO., USA). Componentes: anidrase carbonica (29 KDa), ovoalbumina (45 KDa),
albumina bovina (66 KDa), fosforilase b (97,4 KDa), alfa-galactosidase (116 KDa), e
miosina (205 KDa).

1I1.1.6. Reagentes e solucoes utilizados para as migragoes eletroforéticas

Tabela I11.4. Composi¢ao do gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%.

Acrilamida' 10 %
N’N’-metileno-bis-acrilamida 0,25 %
Tris-HCl 0,75M
SDS 0,1 %
APS 0,1 %
TEMED 0,05 %

Persulfato de amoénio (APS); N,N,N’ N’-Tetrametiletilenodiamina (TEMED):
Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO., USA.



Tabela IIL.5. Composi¢do do tampao de migragao para eletroforese:

Tris 0,125 M
Glicina 1,92 M
SDS 1%
Agua q.S.p-

Tabela I11.6. Composi¢ao da solugdo para corar o gel de eletroforese

Coomassie Blue R-250 (SIGMA) 0,10 %
Metanol 50 %
Acido acético glacial 7%
Agua Milli-Q q.s.p.

Solugoes para descorar e conservar o gel de eletroforese

Tabela I11.7. Composicao da solucdo descorante forte

Metanol 50 %
Acido acético glacial 10 %
Agua Milli-Q q.s.p.

Tabela I11.8. Composi¢ao da Solugdo de Secagem

Metanol 50 %
Glicerol 1 %
Agua Milli-Q q.8.p.




Il 1.1.7. Solugdes e reagentes utilizados nos estudos com anticorpos

Materiais: papel de nitrocelulose de 0,45jJm; papel Whatman

Tampoes

v" Tampio de transferéncia: BIERUM (Bjerrum & Shafer-Nielsen, 1986)

v Solugio fixadora (40% metanol e 10% 4cido acético)

v" TBS (tampdo tris)

Tabela I11.9. Composi¢ao do TBS

NacCl 0,5M
Trizma 20 mM
pH 7,5

v" TTBS (TBS com 0,05% de Tween 20)

v" MTBS: Tampao TBS com 5% de leite molico

Anticorpos

v Anticorpo monoclonal anti-vimentina (Clone VIM 13.2) - Sigma Chemical Company,
Saint Louis, MO., USA. O anticorpo foi previamente diluido em MTBS na propor¢ao

de 1:400 para utilizagdo nas reagdes de “Western Blotting”.

v" Anti-IgG de camundongo contendo uma peroxidase conjugada - Sigma Chemical
Company, Saint Louis, MO., USA. O anticorpo foi diluido em MTBS na proporcao de

1:4000 para marcacdo da anti-vimentina nas reagdes de “Western Blotting”.



IILI.1.8. Revelacdo da imunoreagdo

A revelagao foi realizada em camara escura, com sistema de exaustdo. Utilizou-se o
Kit ECL para “Western Blotting” (Amersham, Oakville, Ontario) e filme Kodak X-Omat
XKI.

I11.2. EQUIPAMENTOS

Relagdo dos Equipamentos utilizados para realizacdo deste trabalho

v" Medidor de pH (Modelo Digimed), para verificagio e ajuste do pH de todas as

solugdes, calibrado no momento de uso.

v’ Balanga Eletronica (Sartori), para pesagem das gonadas, hormonio, sais e outras

substancias utilizadas no preparo de solucoes.
v" Balanga Eletronica Urano (modelo UD 6000/1-L), utilizada para pesagem dos animais.

v’ Ultra-centrifuga para eppendorff Sigma utilizada para extracdo das proteinas de

filamentos intermediarios de animais imaturos

v Centrifiiga baby PANEM utilizada para separagio do soro das amostras de sangue

coletadas dos animais.
v Banho-maria do tipo Dubnoff para as incubagdes.

v’ Centrifuga eppendorf 5415 utilizada para as lavagens das proteinas precipitadas em

TCA.

v' Espectrofotdmetro UVA”isivel Pharmacia - LKB - Ultrospec 1II utilizado para leitura

da dosagem de proteinas e determinacao do glicerol plasmatico.



v" Fonte para eletroforese do tipo GIBCO BRL Electrophoresis Power Supply (modelo
250) para fornecer voltagem e corrente elétrica para a migragdo das proteinas no gel de

eletroforese.

v Sistema de eletrotransferéncia: Semi-Dry Transfer Cell, trans-Blot SD - BIO-RAD
suprido por uma fonte de eletroforese Power Supply - EPS 300, Pharmacia Biotech,
utilizado para fornecer voltagem e corrente elétrica para a eletrotransferéncia das

proteinas do gel para a nitrocelulose.

v’ Espectrofotdmetro de cintilagdo liquida (Departamento de Farmacologia - UFSC ou

Departamento de Bioquimica - UFRGS) utilizado na contagem de radioatividade.

v Softwares: GraphPAD InStat Software Version 1.12a; Excel 2000 (Microsoft Office
2000); Opti Quant versao 02.00; Photoshop 5.0

I11.3. METODOS

II1.3.1. Animais

Foram utilizados grupos de ratos Wistar machos de 15, 35 e 45 dias de idade
provenientes do biotério central da UFSC ou do Departamento de Bioquimica - UFRGS.
No controle da idade foi considerado como primeiro dia de vida o dia seguinte ao do
nascimento. O nimero de animais utilizado em cada grupo de experimentos esta citado nos

resultados.

Todos os animais utilizados neste trabalho foram mantidos em uma sala com
sistema de exaustdo e controle claro-escuro (18h as 6h escuro ¢ das 6h as 18h claro), com
ambiente climatizado a cerca de 25 °C e em gaiolas plasticas, permanecendo com as maes
até o momento do desmame. Os ratos foram alimentados com ragdo comercial e agua "ad

libitum".



Todos os animais foram cuidadosamente monitorados e mantidos em
concordancia com as recomendagdes do Conselho de Medicina Veterinaria (CMV) e do

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), protocolo 067/CEUA/ UFSC.

I11.3.2. Modelos experimentais

111.3.2. 1. Tratamento “in vivo” com o hormonio T3

Ratos a partir do 8°, 28° ou 38° dia de idade receberam por 7 dias o horménio 3,5,3’
triiodo-L-tironina (T3), numa concentragdo de 80 M-g/Kg de peso corporal diluido em
solugcdo fisiologica (NaCl 0,9%) e injetado intraperitonialmente. Os animais controles
receberam inje¢do intraperitonial de solucdo fisioldgica durante o mesmo periodo. O
objetivo deste tratamento foi induzir o hipertireoidismo. Foi utilizado um minimo de 5
ratos por grupo (5 para os controles, 5 para os tratados com T3). Todos os animais

constituintes dos respectivos grupos foram pesados no inicio e no final do experimento

(Van Haster ei a/., 1993).

111.3.2.2. Tratamento in vitro com T3

Apo6s deslocamento cervical, os testiculos de ratos normais de 15, 35 e 45 dias
foram rapidamente removidos, descapsulados e pesados. Foi realizada uma curva dose-
resposta do hormoénio para analise do imunoconteudo ¢ da fosforilagdo da vimentina
proveniente de testiculos de ratos de 15 dias de idade utilizando-se 0,1; 1,0; 10 e 100 |[iM
de T3. O tecido foi previamenfe pré-incubado em um banho metabdlico Dubnoff, sob
agitacdo constante a 30°C, por 15 min em tampao Krebs-Hepes pH 7,4 contendo inibidores
de proteases (tabela III. 1) e glicose 5 mM, na presenca ou auséncia de T3 (Silva et ai,
2001). A incubacdo foi realizada com 100 |i,L de tampao com ou sem T3 durante 30 min a
30°C. Para o tratamento in vitro dos ratos de 35 e 45 dias de idade, foi utilizada a

concentracao de 1 p.M de T3.



11.3.2.3. Obtengdo das gonadas

As gobnadas foram removidas por incisdo abdominal e dissecadas do epididimo. A
seguir efetuou-se a retirada da tanica albuginea. Durante o tempo de obtencdo dos
testiculos estes foram mantidos em papel filtro embebido em solugdo tampao e

acondicionados em placas de Petri mantidas sobre gelo (Silva et al., 2001).

I11.3.3. Separacio do soro para determinacdes das concentracdes

hormonais e de triacilglicerol

Os ratos controles e tratados in vivo com T3 80 |ig/Kg de peso corporal por 7 dias
foram anestesiados em camara etérea ¢ o sangue coletado. A amostra de sangue coletada
ficou alguns minutos em temperatura ambiente até a retracdo do coagulo. Apos, foi feita
centrifugacdo do soro a 1.500 rotagdes por minuto (rpm) durante 5 minutos. Em seguida, o
soro foi aspirado e armazenado a -20°C até o momento da realizacdo das determinagdes

hormonais e de triacilglicerol sérico.

As concentragdes séricas circulantes dos hormonios triiodotironina total (TT3),
triiodotironina livre (LT3), tiroxina total (TT4), tiroxina livre (LT4) e hormonio estimulante
da tire6ide (TSH) foram avaliadas por radioimunoensaio (CRIESP - SP) a partir de
amostras de sangue coletadas no dia do experimento para ambos os grupos (Van Haaster et

al, 1993).

O triacilglicerol sérico dos animais controles e tratados in vivo com T3 foi

realizado utilizando-se kits da Labtest - Sistemas para Diagnosticos (Brasil).

II1.3.4. Analise Morfol()gica

A andlise morfologica foi realizada em animais controles e tratados in vivo com T3

na fase imatura do desenvolvimento sexual.



Apos rapida remocao das gonadas, um testiculo de cada animal foi fixado para

microscopia Optica e o contralateral para microscopia eletronica.

Para microscopia oOptica as gbénadas foram fixadas por imersdo em Bouin. As
gonadas foram lavadas varias vezes com alcool 70%, desidratadas em solugcdes crescentes
de alcool (96 a 99%) e clareadas em cloroféormio. A obtencdo de um bloco de parafina
contendo a gonada procedeu-se pelos subseqiientes banhos de parafina 58 - 60° (Merk) por
30 minutos. Efetuaram-se, entdo, cortes transversais seriados de 10 |im em micrétomo tipo
Minot (Leitz). Apds a montagem dos cortes em laminas, estas foram secadas em estufas a
37 °C durante 24 horas. Este material, foi entdo utilizado para a realiza¢do das técnicas de

Hematoxilina-eosina (HE) e acido periodico - Schiff (PAS) (Romeis, 1928; Pearse,1968).

Para a microscopia eletronica, as gonadas foram fixadas em glutaraldeido 3%
diluido em tampao cacodilato de sodio 0,2 M pH 7,4, durante 2 horas a 4 °C. Ap6s, foi
feita uma segunda fixacdo em tetroxido de 6smio a 2%, também diluido em cacodilato de
sodio 0,2 M pH 7,4, por 1 hora em temperatura ambiente. As génadas foram desidratadas
com solugdes crescentes de alcool etilico de 30 até¢ 100%, e incluidas em resina spurr. Os
cortes ultrafinos foram contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo (Watson,
1958; Reynolds, 1963). A observagdo do material e as fotografias foram realizadas em
microscopio eletronico de transmissdo JEOL JEM - 1200 EXII (Universidade Federal do
Parana - PR).

I11.3.5. Incorporagio in vitro de OfRfosfato

Testiculos de ratos de 15, 35 e 45 dias de idade foram rapidamente removidos e
dissecados em placas de Petri sobre gelo. O tecido foi previamente pré-incubado em um
banho metabdlico Dubnoff, sob agitacdo constante a 30°C, por 15 min em tampdo Krebs-
Hepes pH 7,4, contendo inibidores de proteases e glicose 5 mM (tabela III. 1). A incubagao
foi realizada com 100pde tampdo contendo 80 |J,Ci de "P ortofosfato (8 TBq/g; CNEN,
Sao Paulo, Brasil). A reagdo foi parada com tampao gelado contendo NaF 150 mM, EDTA
5 mM, EGTA 5 mM, Tris-HCL 50 mM com pH 6,5 e inibidores de protease. Os testiculos



foram lavados 3 vezes neste tampao para remover o excesso de radioatividade (Moretto, et

al, 1999).

Os experimentos de incorporagdo in vitro &Z:Portofosfato foram realizados tanto
ém testiculos de animais normais para o estudo ontogenético da fosforilagdo da vimentina,
quanto em testiculos de animais tratados in vivo e in vitro com hormonio em todas as fases
de desenvolvimento estudadas. Para o tratamento in vitro, nos periodos de pré-incubacdo e

incubacgdo foi acrescentado o hormonio T3 nos grupos tratados.

I11.3.6. Preparacdo da fracdo de proteinas do citoesqueleto insoliveis

em Triton X-100

A fragdo citoesquelética enriquecida em filamentos intermedidrios para os
testiculos de animais controles, tratados in vivo e in vitro, foi obtida em tampdo de alta
forca i6nica (KCl 600 mM) contendo 1% de Triton X-100. Os testiculos foram
homogeneizados e centrifugados em centrifuga refrigerada 2 vezes consecutivas com
rotacdo de 15.800 x g por 10 min a 4 °C (Rubin et al, 1992). Apos a extragdo, as proteinas
insoltiveis em Triton X-100 foram precipitadas em acido tricloroacético (TCA) 10% por 30
minutos em gélo a 4 °C e lavadas em etanol e acetona. As amostras apos delipidadas foram
dissolvidas em SDS 1% e posteriormente a concentracdo de proteinas totais foi
determinada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando-se a curva padrao de albumina
bovina entre 5 e 40 |ig em SDS 1% (Sigma Chemical). As leituras foram determinadas em

650 nm em espectrofotdmetro (Pharmacia - LKB).

I1.3.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras obtidas pelo método de extracdo ja descrito foram diluidas a uma
concentragdo de 3 mg/mL em um tampao contendo |3-mercaptoctanol, SDS e corante

pirronina, fervidas por 3 minutos em banho-maria e analisadas em SDS-PAGE 10% onde



foi feita a aplicagdo de 40 |ig de proteinas por “poco” em eletroforese (Laemmli, 1970). Na
eletroforese foi submetida também uma amostra contendo proteinas padrdes, com pesos
moleculares conhecidos entre 205 e 29 KDa (SDS-6H - Sigma Co.). As migragées foram
em fonte do tipo GIBCO BRL - Electrophoresis Power Supply - Model 250. |

Para andlise do perfil eletroforético das proteinas de filamentos intermediarios em
SDS-PAGE, ao final da migracdo os géis foram corados em Coomassie Blue R-250
(SIGMA) e descorados em solucdo de metanol e acido acético. Em seguida, foram
embebidos em solugdo de secagem por 30 minutos. Posteriormente, os géis foram
colocados entre duas folhas de papel celofane previamente banhadas na mesma solugdo e o
conjunto firmemente adaptado a uma placa de vidro com auxilio de fita crepe para a

secagem dos géis.

Nos experimentos de incorporagdo in vitro de P, apds a migragao eletroforética,
os géis eram embebidos diretamente em solucdo de secagem e processados como descrito
acima. Os géis secos eram expostos a filmes de autorradiografia X-Omat XKI por

aproximadamente 72 horas a - 70 °C e posteriormente revelados.

Para os experimentos de imunodetec¢do, os géis eram colocados em contato com

a membrana de nitrocelulose entre papéis filtro embebidos em tampao de transferéncia.

111.3.8. Imunodeteccao (“Western Blot”)

Este método foi utilizado tanto para a identificagdo das proteinas contidas nas
fragdes citoesqueléticas enriquecidas em filamentos intermediarios, quanto para o estudo
quantitativo dos efeitos do T3 sobre estas proteinas. Apds o término da corrida
eletroforética as proteinas foram transferidas para papel de nitrocelulose de 0,45 fim por 1
hora a 15 V em tampao de transferéncia (Tris-HCI 48 mM, Glicina 39 an, metanol 20% e
SDS 0,25 %). O “blot” foi entdo lavado por 10 min em Tris-salina tamponado (TBS)
(NaCl 0,5 M, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5), seguido por uma incubacdo de 2 horas em solugdo



bloqueadora (TBS mais 5% de leite em p6 desnatado). Depois da incubagdo o “blot” foi
lavado 2 vezes por 5 min com TBS contendo 0,05 % de Tween-20 (TTBS), e entdo
incubado durante a noite em solucdo bloqueadora contendo o anticorpo monoclonal anti-
vimentina (SIGMA) na dilui¢do de 1:400. O “blot” foi entdo lavado 2 vezes por 5 min com
TTBS e incubado por 2 horas numa solucdo contendo o segundo anticorpo anti-IgG de
camundongo conjugado com peroxidase diluido 1:4000 (SIGMA). O “blot” foi novamente
lavado 2 vezes por 5 min com TTBS e 2 vezes por 5 min com TBS. A reacdo imunologica
foi revelada por luminescéncia utilizando o kit ECL (Amersham, Oakville, Ontario) em
filme Kodak X-Omat XKI (Paranko et al, 1986). O procedimento descrito acima foi

utilizado conforme adaptado de De Freitas et al, 1995.

II1.3.9. Procedimentos de quantificacio

O imunoconteitdo e a incorporagdo in Vitro déP na vimentina foram
quantificados por escaneamento dos filmes com scaner Hewlett-Packard ScanJet 6100 e a
densidade optica das bandas correspondentes a vimentina foi determinada com o software
OptiQuant, versdo 02.00 (Packard Instrument Company). Os valores obtidos para os
controles foram normalizados para 100% e as alteragdes na porcentagem dos tratados

foram calculadas individualmente nas amostras tratadas.

IIL3.10. Andlise estatistica

Os resultados foram estatisticamente comparados utilizando-se o teste “i” de
Student, e foram expressos como a média + E.P.M. Quando apropriado, foi utilizada a
analise de variancia de uma e de duas vias seguida do teste de Tukey-Kramer do programa
GraphPAD InStat Software Version 1.12a. As diferencas encontradas foram consideradas

€C_.9

estatisticamente significativas para um “p” igual ou menor que 0,05 (Snedecor & Cochran,

1973).
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Figura IV.. Perfil eletroforético da fracdo citoesquelética enriquecida em filamentos
intermediarios de testiculos de ratos normais em gel de poliacrilamida corado com
comassie blue e imunodeteccdo da vimentina. Padrdo de peso molecular SDS-6H (A);
Fragdo citoesquelética de testiculos de ratos imaturos (B), puberes (C) e adultos (D);
Imunodetec¢do da vimentina com anticorpo monoclonal anti-vimentina (E). A seta indica a
posi¢do da vimentina no gel.



Composicao do padrdo de peso molecular SDS-6H: miosina (205 KDa), galactosidase (116
KDa), fosforilase b (97 KDa), albumina bovina (66 KDa), albumina de ovo (45 BCDa) ¢
anidrase carbdnica (29 KDa)

O método utilizado para extragdo das proteinas do citoesqueleto baseia-se na
propriedade de insolubilidade na presenga de Triton X-100. No entanto, a composi¢do da
fracdo citoesquelética insoluvel em Triton X-100 depende da composicdo do tampao de
extragdo. O EGTA presente na solucdo tem a finalidade de quelar o calcio liberado durante
a deslipidagdo, ¢ a presenca de EGTA no tampao ¢ importante para obter uma estabilizacdo
otima das estruturas do citoesqueleto. Além disso, os inibidores de protease sdo criticos
para evitar a acdo de proteases enddgenas sobre as proteinas do citoesqueleto. A fracdo
citoesquelética obtida em tampao de alta for¢a ionica contendo 1 % de Triton X-100 ¢
enriquecida em FI (Carraway et ah, 1992). Utilizando imunodetec¢do (“imunoblotting’)
noés identificamos a vimentina presente na fragdo citoesquelética enriquecida em FI de

testiculos de ratos, como mostrado na figura IV. 1, linha E.

rv.1.2. Ontogenia da imunodeteccdo e da fosforilacdo “in vitro” da

vimentina da fracio citoesquelética

Imunoconteudo da vimentina

Com o objetivo de verificar o perfil ontogenético do contetdo da vimentina
insolivel em Triton X-100 em testiculos de ratos normais em 3 diferentes fases do
desenvolvimento sexual, a fragdo citoesquelética enriquecida em filamentos intermediarios
foi submetida a uma eletroforese em gel de poliacrilamida e posterior imunodetec¢do com
anticorpo monoclonal anti-vimentina. A figura IV.2 mostra que a vimentina ¢ expressa ao
longo do desenvolvimento sexual (B). Na fase imatura observa-se a maior concentracdo no
imunoconteudo de vimentina, que diminui significativamente na puberdade, voltando a

aumentar no periodo adulto (A).



41

|
|
|
|
|
|
|

A B

£%
€ 5130

ES (6) - e
:'01040'
T3 I P A |
| @

'é'% 520 - @ Imaturo

03 .
’gg 260 - B Pubere
| ED B Adulto

= 0l

Figura IV.2. Imunodetec¢do da vimentina da fragdo citoesquelética enriquecida em FI de
testiculos de rato durante o desenvolvimento sexual. A) Imunoconteido de vimentina
insoltivel em Triton X-100 de testiculos de ratos imaturos (I), puberes (P) e adultos (A). A
fracdo citoesquelética enriquecida em FI foi incubada com anticorpo monoclonal anti-
vimentina (1:400). As bandas foram quantificadas e os resultados foram expressos como a
média + E.P.M. do niimero de ratos indicados nos parénteses. **Significativo para p < 0,01
entre as idades, como determinado pelo teste ANOVA de uma via, seguidas de teste de
comparacdes multiplas de Tukey-Kramer. B) Imunorreacdo representativa do contetido de
vimentina de testiculos de ratos imaturos, ptuberes e adultos.

Incorporacio de **P ortofosfato na vimentina

Para estudar a fosforilagdo in vitro da vimentina de testiculos de ratos durante o
desenvolvimento sexual, estes foram pré-incubados por 15 min e posteriormente incubados
por 30 min com *’P ortofosfato a 30°C. Apds a incubagdo a fragdo citoesquelética foi
extraida, analisada em SDS-PAGE e a autorradiografia foi quantificada por densitometria
6ptica da banda correspondente a vimentina. A incorporagdo in vitro de **P na vimentina
foi significativamente maior em testiculos de ratos de 15 e 45 dias de idade em relag@o aos
testiculos de ratos de 35 dias de idade (Figura IV.3). Observou-se um perfil ontogenético
de fosforilagdo in vitro semelhante ao encontrado para o imunocontetido da vimentina,
onde as fases imatura e adulta apresentaram maiores quantidades de vimentina e também

maior incorporagio de *’P em relagio a fase piibere.



42

= .
=% A B
o T
p> I
o
1
Ss
[
£33
S o®
g 3%
2%
AN =) 7Z) Imaturo ‘
c ® = |
6 £ ] Pubere ‘
g c _
o Adulto ‘
o £ 7 |
£3 |

Figura IV.3. Ontogenia da incorporagdo in vitro de P_ortofosfato na vimentina insolivel
em Triton X-100 de testiculos de ratos durante o desenvolvimento sexual. A) Testiculos de
ratos foram pré-incubados 15 min em Krebs-HEPES e incubados 30 min em presenca de

80 uCi de ¥p. ortofosfato a 30°C. A fragdo citoesquelética enriquecida em FI foi extraida
¢ a incorporagdo de p_ortofosfato foi quantificada como descrito em materiais € métodos.
Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. do ntimero de ratos indicados nos
parénteses. **Significativo entre as idades para p< 0,001, como determinado pelo teste
ANOVA de uma via, seguido de teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer. B)

: ; ; O 32 . .
Autoradiografia representativa da incorporag@o in vitro de ~'P na vimentina presente na
fragdo citoesquelética de testiculos de ratos imaturos, puberes e adultos.

IV.2. EFEITOS DO TRATAMENTO IN VIVO COM T; EM RATOS EM TRES
DIFERENTES FASES DO DESENVOLVIMENTO SEXUAL

Os ratos receberam injegoes intraperitoniais de 80 pug/Kg de peso corporal de Ts
uma vez ao dia durante sete dias. Apds o tratamento, foram determinados os indices
somaticos (pesos corporais e testiculares), as dosagens séricas dos horménios tireoidianos e
TSH, o imunoconteido e a incorporagio in vitro de **P na vimentina proveniente de

animais controles e tratados in vivo com Ts.
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IV.2.1. Indices somaticos

Observou-se que o tratamento promoveu um aumento na relagdo peso da gonada/
peso corporal apenas nos animais imaturos. O peso corporal ndo foi alterado pelo

tratamento em nenhuma das idades estudadas (tabela IV.1).

Tabela IV.1. Efeito do tratamento in vivo com T3 no peso corporal e testicular de ratos

durante o desenvolvimento sexual.

Controle T; Controle Ts Controle T;

Peso Corporal (g) | 23,0+3,5 | 20,0+2,3 | 167+£7,76 |153,6 £+ 5,84|222,5 +10,1| 205,7 +7,6

mg de testiculo/ g| 2,17 £ 0,03 |3,18 £ 0,07*| 4,00 0,18 | 4,48 +0,3 |5,47+0,12| 5,85+0,19

de peso corporal

Imaturos: ratos de 15 dias de idade, puberes: 35 dias, e adultos: 45 dias de idade.
*Significativo para p < 0,01 em relagdo aos respectivos controles, como determinado pelo
teste “f’ de student. Os resultados foram expressos como a média = E.P.M. de
experimentos realizados em triplicatas (n = 15).

IV.2.2. Niveis séricos dos hormonios tireoidianos e do TSH

A tabela IV.2 mostra os niveis séricos dos hormonios triiodotironina total (TT3) e
livre (LTj3), tiroxina total (TT) e livre (LT4) e hormdnio estimulante da tire6ide (TSH) de
ratos controles e tratados com T3 por 7 dias. Nos animais imaturos observou-se um
aumento significativo nos niveis de TT; e LT3 com diminui¢ao nas concentra¢des de TT, e
LT4 e elevacdo do TSH apds tratamento hormonal. Nos ratos piliberes observou-se um
perfil semelhante ao detectado nos ratos imaturos, porém com variagdes hormonais mais
discretas, e sem, contudo alterar as concentra¢cdes de TSH. Em animais adultos observou-
se um perfil diferente do encontrado nas outras idades. Nesse tratamento obteve-se niveis

sérico diminuidos de LT3 TT4 e LT4, sem afetar as concentragdes de TT; e TSH.



Tabela IV.2. Niveis séricos de hormoénios tireoidianos € de TSH em ratos controles e

tratados com T3 80 )ig/kg de peso corporal durante 7 dias

Imaturo Pubere Adulto
Controle T3 Controle T3 Controle T3
TTs (ng/dL) 1,47 £0,002| 6,31 +£0,05* | 1,47 £0,002 | 2,12 +0,006* | 1,76 £0,002 | 1,51 +0,01
LT3 (ng/dL) 0,73 £0,001| 5,66 = 0,04* | 0,5 +0,001 |1,31+0,002*| 1,40 +0,003 |0,56 + 0,004*
TT4(ng/dL) 5,6 0,03 | 0,3+0,003* | 5,8+0,04 |0,9=+0,001* 7,1+0,07 | 1,40=+0,02*
LT4 (ng/dL) 3,7+0,01 |0,9+0,002% | 1,7+0,02 | 0,3+0,001% | 2,5+0,01 (0,30 =+0,002*
TSH (*"1U/mL)| 0,03 +£0,0001| 0,41 +0,001* 0,03 +£0,0002 |0,05 + 0,0003| 0,03 +0,0001 | 0,04 £0,0001

Foram considerados imaturos os animais de 15 dias de idade, ptiberes os de 35 e adultos os
de 45 dias de idade. * Significativo em relacdo aos respectivos controles para p < 0,05
como determinado pelo teste “i” de student. Os resultados foram expressos como a média
+ E.P.M. de experimentos realizados em triplicatas de no minimo 10 animais em cada
grupo. TT3 = triiodotironina total; LT3 = triiodotironina livre; TT4 = tiroxina total; LT4 =
tiroxina livre ¢ TSH = hormonio estimulante da tireoide.

IV.2.3. Concentragoes séricas de triacilglicerol

Outro parametro analisado neste modelo experimental foi a medida do
triacilglicerol sérico proveniente de animais controles e tratados in vivo com o hormoénio
T3. Os resultados apresentados na figura IV.4 mostraram que o tratamento induziu um
aumento nos niveis séricos de triacilglicerol nos animais imaturos e puberes, enquanto nos
animais adultos o conteudo de triacilglicerol no soro diminuiu em relacdo aos respectivos

controles.
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IV.2.4. Analise morfolégica dos tiibulos seminiferos

controles e tratados com T3 (80 pg/ Kg de peso corporal durante 7 dias).

45

Figura IV.4. Efeito do tratamento in vivo com horménio T3 nos niveis séricos de
triacilglicerol em ratos controles e tratados. A: Imaturos; B: Puberes; C: Adultos. Os
resultados sdo a média + E.P.M de experimentos realizados em triplicata de 12 animais em

cada grupo. *Significativo para p < 0,05 em relacdo aos respectivos controles como
determinado pelo teste “#” de student.

Para analise morfoldgica foram utilizados testiculos de ratos de 15 dias de idade
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1V.2.4.1. Microscopia optica

Na figura IV.5 observa-se a microscopia Optica do epitélio seminifero de ratos
controles e tratados. Em ambos os grupos a populagdo celular ¢ semelhante. O limen
tubular estd formado, com integridade celular e estrutural e epitélio seminifero com

estagios ciclicos.

Nox

Figura IV.5. Fotomicrografia das se¢des coradas com hematoxilina-eosina de testiculos de
ratos imaturos controles e tratados in vivo com Tj. As células de Sertoli situam-se sobre a
membrana basal e estdo no compartimento basal, enquanto os espermatdcitos primarios,
secundarios e as espermatides encontram-se no compartimento adluminal. Nao observou-
se lise celular em nenhum dos grupos. A: Controle; B: Tratado. (Aumento 400X).

1V.2.4.2. Microscopia Eletrénica

As células de Sertoli podem ser reconhecidas pela forma e coloragdo palida do
nicleo. Nos animais controles as células de Sertoli apresentam nucleo claro, com
cromatina frouxa, mitocondrias com cristas levemente dilatadas, polirribossomos ¢ RER. E
observada também a presencga de lipideos dispersos dentro e fora das células nos tiibulos
seminiferos (Figura IV.6. A, C e E). Nos animais tratados observou-se diferengas
marcantes em relagdo aos controles. O aparelho de Golgi aparece bastante desenvolvido,
apresentando vesiculas bem dilatadas, além de vesiculas de secre¢do. Ha também a
presenca de polirribossomos € RER em quantidades significativamente maiores que nos
animais controles. Observaram-se também gotas de lipideos intra e extracelulares dispersos
em todo o tibulo em quantidades significativamente maiores que nos controles (Figura

IV.6 B,D e F).
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Figura IV.6. Microscopia eletronica de testiculos de ratos imaturos controles e tratados in
vivo com T;. Em B o aparelho de Golgi apresenta-se mais desenvolvido que em A. Na foto
D esta sendo mostrada a maior quantidade de goticulas de lipideos nos tibulos de animais
tratados em relagdo ao controle C. A fotografia F demonstra a maior concentragdo de
polirribossomos em relagdo ao controle E.

A; C; E: controles. B;D; F: tratados in vivo com T;
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IV.2.5. Imunoconteudo e fosforilacdo “in vitro” da vimentina na fraciao

citoesquelética de testiculos de ratos

Neste estudo foram analisados os efeitos do tratamento iz vivo com T3 no
imunocontetdo e na incorporagio in vitro de **P ortofosfato na vimentina presente na

fragdo citoesquelética insoliivel em Triton X-100 de testiculos de ratos em diferentes fases

do desenvolvimento sexual.

Imunoconteudo da vimentina

Como demonstrado na figura IV.7, o tratamento in vivo com T; promoveu
alteragdes no imunocontetido da vimentina presente na fragdo citoesquelética enriquecida
em FI nos animais imaturos e adultos, onde houve aumento significativo no contetido

desta proteina. J4 nos animais puberes, ndo foram observadas alteragdes em relagdo aos

respectivos controles.

Imaturo Pubere Adulto

E Imaturo
B Plbere |
B Adulto

% do controle

Figura IV.7 Efeito do tratamento in vivo com o horménio T; no imunoconteudo da
vimentina insolivel em Triton X-100 de testiculo de ratos controles e tratados. A)
Imunodetecgao representativa do conteudo de vimentina em testiculos de ratos controles e
tratados nas 3 idades. B) A vimentina insolivel em tampao de alta forca idnica foi extraida
e analisada por eletroforese (40 g de proteina total por “pogo”). Em seguida foi realizada
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a imunorreagdo com anticorpo monoclonal anti-vimentina (1:400). As bandas da
imunorreagdo correspondentes a vimentina foram quantificadas e os resultados sdo a média
+ E.P.M. expressos como porcentagem do controle do niimero de ratos indicados nos
parénteses. *Significativo para p < 0,05 como determinado pelo teste ANOVA de uma via,
seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer.

(—) Controle dos respectivos grupos (100%).

Fosforilacdao da vimentina

Neste estudo foram analisados os efeitos do tratamento in vivo com T; na
fosforilagdo in vitro da vimentina insolivel em Triton X-100. Testiculos de animais
controles e tratados in vivo com T; nas trés fases do desenvolvimento foram dissecados do
epididimo, pré-incubados em solugdo Krebs-HEPES por 15 min e incubados in vitro na
presenca de 80 puCi de 32p ortofosfato. A fragdo citoesquelética foi obtida, separada em
eletroforese ¢ a banda correspondente a vimentina foi impressionada no filme e
quantificada (figura IV.8). Nesta figura, observou-se que o tratamento estimulou a
fosforilagdo in vitro da vimentina nas idades imatura e adulta, enquanto que na puberdade

ndo foram observadas alteragdes significativas na fosforilagdo desta proteina.

A Imaturo Pubere Adulto
B 200 ®
(8
| (]
o
£ Imaturo
3 B Pubere
3 B Adulto
3

1 . L ; I 2
Figura IV.8. Efeito do tratamento in vivo com T; na incorporagdo in vitro de P na
vimentina de testiculos de ratos imaturos, puberes e adultos. A) Autorradiografia

: . gt 2 ; o \ .
representativa da incorporagdo in vitro de *’P na vimentina insoltvel em Triton X-100 de



testiculos de ratos controles e tratados in vivo com o hormonio. B) A fragao citoesquelética

s ] , , . e 3 32 . . . ,
enriquecida em FI foi extraida e a incorporagdo in vitro de P na vimentina insolivel em
Triton X-100 foi quantificada como descrito em materiais € métodos. Os resultados sdo a
média + E.P.M expressos como porcentagem do controle do nimero de ratos indicados nos

parénteses. **Significativo para p < 0,002 como determinado pelo teste ANOVA de uma
via, seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer.

(O Controle dos respectivos grupos (100%).

rv.3. EFEITO IN VITRO DO T3 NO IMUNOCONTEUDO E NA FOSFORILACAO
DA VIMENTINA EM TESTICULOS DE RATOS EM DIFERENTES FASES DO
DESENVOLVIMENTO SEXUAL

Antes de realizar o estudo ontogenético do efeito in vitro do T3 no imunocontetudo e

. p 32 . : , . ;
na incorporagdo de "f vimentina de testiculos de ratos, foi realizada uma curva de
concentracdo do hormoénio para estes dois pardmetros em testiculos de ratos na fase

imatura do desenvolvimento sexual.

IV.3.1. Curva dose-resposta do T3 no imunoconteiido da vimentina de

testiculos de ratos imaturos

Testiculos de ratos de 15 dias de idade foram pré-incubados com Krebs-HEPES em
auséncia ou presenca de T3 em diferentes concentragdes (0,1; 1; 10 e 100 [iM) por 15 min
a 30°C e posteriormente incubados por 30 minutos nas mesmas condigdes. A fragdo
citoesquelética enriquecida em FI foi obtida, analisada em SDS-PAGE, seguida de
imunodetec¢do com anticorpo anti-vimentina. O resultado da curva de dose ¢ demonstrado
na figura IV.9 onde observa-se que a dose de 0,1 fiM de T3 ndo produziu alteracio no
imunoconteudo da vimentina, entretanto aumentando-se a concentragdo para 1, 10 € 100
lIM obteve-se efeito estimulatorio do horménio no imunoconteudo de vimentina presente

na fragdo citoesquelética enriquecida em FI.
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Figura IV.9. Curva dose-resposta do efeito do T in vifro no imunoconteudo da vimentina
de testiculos de ratos de 15 dias de idade. A) Curva dose-resposta representativa do efeito
do T, in vitro no imunoconteudo de vimentina insoliivel em tamp@o de alta for¢a i6nica (C
= Controle; T, = tratamento in vitro em diferentes concentragdes). B) Testiculos de ratos
de 15 dias de idade foram pré-incubados e incubados em auséncia ou presenga de T; 0,1;

1; 10 e 100 mM. A vimentina foi extraida, analisada em SDS-PAGE com 40 pg de
proteina por “pogo”, seguida de imunorrea¢do com anticorpo anti-vimentina (1:400). O
conteudo de vimentina foi quantificado e os resultados sio a média + E.P.M expressos
como porcentagem do controle do numero de ratos indicados nos parénteses.
*Significativo para p < 0,05; **p < 0,01 e #p < 0,001 como determinado pelo teste
ANOVA de uma via, seguido do teste de comparag¢des multiplas de Tukey-Kramer.

(—) Controle dos respectivos grupos (100%).

IV.3.2. Curva dose-resposta do T3 sobre a incorporacio “in vitro” de p

na vimentina de testiculos de ratos imaturos

Testiculos de ratos imaturos foram pré-incubados em presenca ou auséncia de T;
(0,1; 1; 10 e 100 uM) por 15 min a 30°C e incubados nas mesmas condi¢des por 30 min
com 80 uCi de [**P] ortofosfato. Na figura IV.10 observa-se o efeito das diferentes doses
de T; nessa incorporagdo, na qual as concentragdes de 0,1; 1 e 10 pM aumentaram a
fosforilagdo in vitro da vimentina, enquanto a dose de 100 uM ndo induziu qualquer

alteragao.
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Figura IV.10. Curva dose-resposta do T, sobre a incorporacdo in vitro de *’P na vimentina
da fracdo citoesquelética enriquecida em FI de testiculos de ratos de 15 dias de idade. A)

: . : oo o 32 . f e
Autorradiografia representativa da incorporagdo in vitro de P na vimentina insoluvel em
tampdo de alta forga idnica com 1% de Triton X-100 nas diferentes concentragdes de Tj.

B) Testiculos de ratos normais 15 dias de idade foram pré-incubados por 15 min em Krebs-
HEPES e incubados por 30 min com 80 uCi de [32P] ortofosfato em auséncia ou presenga
de T; nas concentragdes de 0,1; 1; 10 e 100 uM. Posteriormente foi extraida a fracdo

citoesquelética enriquecida em filamentos intermediarios, analisada em SDS-PAGE e
exposta para autorradiografia. Os resultados sdo a média + E.P.M expressos como
porcentagem do controle do nimero de ratos indicados nos parénteses. *Significativo para
p < 0,02 como determinado pelo teste ANOVA de uma via, seguido do teste de
comparagdes multiplas de Tukey-Kramer.

(—) Controle dos respectivos grupos (100%).

Comparando-se os resultados das curvas dose-resposta do tratamento in vitro com
T3 no imunoconteudo e na fosforilagdo in vitro da vimentina observou-se que enquanto a
elevacdo da dose produziu um estimulo no imunocontetido da vimentina, a incorporagao in
vitro de ortofosfato radioativo foi diminuida. Na concentragdo de 0,1 pM observou-se
aumento na incorporagdo de **P na vimentina, sem alterar o imunocontetdo, enquanto que
na dose de 100 UM ocorreu o oposto. Assim, o aumento da incorporagio de *’P na
vimentina estd associado a uma diminui¢do na quantidade desta proteina presente no

polimero (dose de 0,1 uM), visto que, o imunocontetdo detecta a proteina polimerizada
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extraida em tampdo de alta forca idnica em presenga de 1 % de Triton X-100. Este
resultado esta de acordo também com o que ocorre na dose de 100 UM, pois o aumento na
fragdo polimerizada da vimentina (imunocontetido) esta associado a ndo altera¢do da
fosforilagdo. Nas concentragdes intermediarias (1 e 10 uM) parece haver um equilibrio
entre o estimulo de imunocontetido e fosforilagdo, como pode ser visualizado na figura

IV.11.
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Figura IV.11. Efeito do tratamento in vitro com T; em diferentes concentragdes no
imunoconteudo e na fosforilagdo da vimentina presente na fragdo -citoesquelética
enriquecida em FI de testiculos de ratos imaturos. Grafico obtido a partir dos dados

expressos nas figuras IV.9 e IV.10. *Significativo para p < 0,05; **p < 0,01 e #p < 0,001
como determinado pelo teste ANOVA de uma via, seguido do teste de comparagdes
multiplas de Tukey-Kramer.

(—) Controle dos respectivos grupos (100%).

IV.3.3. Efeito do tratamento “in vitro” com T3 sobre o imunoconteudo e
a fosforilagdo “in vitro” da vimentina de testiculos de rato ao longo do

desenvolvimento sexual

Para avaliar o efeito in vitro do T3 no imunoconteido e na incorporagio in vitro de
32p na vimentina presente na fragio citoesquelética insolivel em tampdo de alta forga
i6nica em presencga de Triton X-100 ao longo do desenvolvimento sexual, foi utilizada a
concentragdo hormonal de 1 pM, que estimulou tanto o imunoconteudo quanto a

fosforilagdo da vimentina.
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Imunoconteudo da vimentina

O efeito do T3 no imunocontetido da vimentina durante o desenvolvimento sexual é
mostrado na figura IV.12. Testiculos de ratos de 15, 35 e 45 dias de idade foram pré-
incubados e incubados sem ou com T3 (1 uM), a fragdo citoesquelética enriquecida em FI
insolivel em Triton X-100 foi extraida, analisada em SDS-PAGE, e a imunodetec¢do da
vimentina foi quantificada. Os resultados indicaram que o T3 aumentou o imunocontetido
da vimentina insolivel em tampdo de alta forca idnica na fase imatura e na fase adulta.
Durante a puberdade, o hormdnio ndo produziu qualquer alteracdo no imunoconteudo da

vimentina.
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Figura IV.12. Efeito do T; in vitro (1 uM) no imunoconteudo da vimentina em testiculos
de ratos. (A) Imunorreagdo representativa do efeito do T; no conteudo da vimentina nas
diferentes fases do desenvolvimento sexual. B) Testiculos de ratos imaturos, puberes e
adultos foram tratados in vitro com 1 uM de T;. A fracdo citoesquelética enriquecida em
FI foi extraida, analisada em SDS-PAGE e foi realizada em imunorreagdo com anticorpo
monoclonal anti-vimentina (1:400). Os resultados sdo a média + E.P.M expressos como
porcentagem do controle do niimero de ratos indicado nos parénteses. *Significativo para p
<0,02; **p < 0,001 como determinado pelo teste ANOVA de uma via, seguido do teste de
comparagdes multiplas de Tukey-Kramer.

(—) Controle dos respectivos grupos (100%).
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Fosforila¢cao da vimentina

Similarmente ao que foi encontrado para o imunocontetido apds o tratamento in
vitro com T3 (1 uM), este horménio estimulou a incorporagio in vitro de **P na vimentina
de testiculos de ratos imaturos e adultos, sem alterar a fosforilagdo desta proteina nos

testiculos de ratos puberes, como demonstrado na figura IV.13.
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Figura IV.13. Efeito do tratamento in vitro (1 uM) com T na incorporag@o in vitro de p
na vimentina em testiculos de ratos. A) Autoradiografia representativa da incorporagédo in
vitro de »’P na vimentina insolivel em Triton X-100 de testiculos de ratos imaturos,
puberes e adultos tratados in vitro com T; (1 uM). B) Os resultados sdo a média = E.P.M
expressos como porcentagem do controle do niimero de ratos indicado nos parénteses.
*Significativo para p <0,05 como determinado pelo teste ANOVA de uma via, seguido do
teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer.

(—) Controle dos respectivos grupos (100%).



V.DISCUSSAO

O mecanismo classico de a¢do do T3 ¢ mediado por receptor nuclear. Entretanto,
outras vias de sinais de transducdo caracterizadas por respostas rdpidas podem ser
reguladas por T3, sugerindo que este hormdnio pode interagir em uma via importante na
membrana plasmatica (Silva et al, 2001). Os hormoénios tireoidianos expressam receptores
funcionais nas células de Sertoli, influenciam tanto a esteroidogénese quanto a
espermatogénese, agem principalmente durante a fase imatura do desenvolvimento animal,
afetam a proliferagdo da célula de Sertoli e a formagdo tubular em testiculos de ratos,
aumentam a sintese protéica, estimulam a captacdo de aminoacidos ¢ promovem mudangas

no potencial de membrana das células de Sertoli (Silva et al., 2002).

Paranko et al. (1986), demonstraram que as células de Sertoli de testiculos de rato
na fase fetal e no inicio da vida pos-natal apresentam positividade para vimentina e
citoqueratina. O desaparecimento pds-natal da citoqueratina esta de acordo com a natureza
epitelial modificada da célula de Sertoli. O desaparecimento da citoqueratina e a
reorganizacdo da vimentina foram observados na c€lula de Sertoli nas primeiras duas
semanas de vida, no periodo onde ocorrem as principais mudancas na maturagdo do
testiculo. Entretanto, pouco se conhece sobre a regulacdo das proteinas de filamentos
intermedidrios por T3. Neste estudo foram realizados experimentos de imunorreacdo para a
vimentina e citoqueratina em trés significantes fases do desenvolvimento sexual em ratos
eutireoideos e tratados in vivo com T3 (hipertireoidismo induzido) e ndo foi encontrada
positividade para a proteina citoqueratina. Portanto, nestas condigdes experimentais ndo foi
detectada a citoqueratina utilizando-se o anticorpo anti-Pan citoqueratina clone C-11
(Sigma Chemicals), que detecta as citoqueratinas 4 (59 KDa), 5 (58 KDa), 6 (56 KDa), 8
(52 KDa), 10 (56 KDa), 13 (54 KDa) e 18 (45 KDa) em nenhuma das dilui¢cdes testadas
(1:100, 1:200, 1:400 e 1:800). Devido a isso, procedeu-se o estudo da analise das

alteragdes na vimentina presente na fracao citoesquelética enriquecida em Fls.



Os filamentos intermediarios estdo envolvidos em transducdo de sinal em sitios
na membrana plasmadtica regulando atividade de GTPases, condutividade idnica, liberacao

intracelular de calcio assim como fosforilacdo de proteinas (Janmey, 1998).

Neste trabalho, estdo descritos a ontogenia do imunoconteudo e da fosforilagdo
da vimentina de testiculos de rato durante o desenvolvimento sexual e o efeito in vivo e in
vitro do T3 através dos modelos experimentais de tratamento in vivo € in vitro com 0
hormoénio. Em ratos normais demonstrou-se que o imunocontetido ¢ a atividade do sistema
fosforilante associado a vimentina insolivel em tampao de alta forga idnica sdo regulados
durante o desenvolvimento, diminuindo do imaturo para o pubere e aumentando
novamente no adulto. Este padrio de imunoconteido e fosforilacio da vimentina em
testiculos de ratos puberes estd de acordo com mudangas nos componentes do
citoesqueleto em funcdo da idade, descritas em células de Sertoli de camundongos

(Tanemura el al., 1994).

Os hormonios tireoidianos sdo essenciais para o desenvolvimento funcional do
trato reprodutivo (Palmero et al., 1987). O tratamento in vivo com 80 ng de T3/ Kg de peso
corporal durante sete dias consecutivos promoveu um aumento na relacdo peso da gonada/
peso corporal somente na fase imatura do desenvolvimento testicular. Durante a puberdade
e a fase adulta o mesmo tratamento ndo causou alteragdes significativas nos pesos
testicular e corporal. Estes resultados reforcam que a resposta hormonal ¢ mais dependente
do periodo do desenvolvimento sexual do animal do que da dose de T3 administrada. Isso
confirma o periodo pré-pubere como a fase critica da acdo hormonal no desenvolvimento
testicular, onde coincidentemente, sdo descritos os sitios de ligagdo para T3 e maior
funcionalidade dos receptores para os hormonios tireoidianos analisados em varios eventos

celulares (Palmero et al, 1995; Janinni et al., 1999).

Segundo Cohen e colaboradores (1989), a administracdo de L-T3 em criangas em
doses suprafisiologicas promove aumento nos niveis de T3 com diminui¢do das
concentracoes de T4. A captagdo excessiva de iodo pode bloquear a biossintese de
hormonios tireoidianos inibindo as enzimas envolvidas no processo biossintético,
resultando em secre¢do reduzida de T4 (Fisher, 1996). O modelo experimental do

tratamento in vivo com T3 produziu alteragdes nas concentragdes séricas dos hormodnios



tireoidianos similar ao esperado em um estado hipertireoideo induzido por T3 exdgeno em

animais imaturos e puberes.

Entretanto, nos animais adultos a mesma dose e tempo de tratamento apresentou
diminui¢do dos niveis hormonais sem alteracoes no TSH. A maturidade dos animais ¢ um
dos fatores que caracteriza fiilteragdo na atividade das deiodinases, ja que, em ratos os
niveis de hormoénios da tiredide sdo diminuidos sem, no entanto, alterar os niveis
circulantes de TSH. A regulacdo da secrecdo de TSH pelos hormonios tireoidianos ¢
demonstrada como sendo mais dependente da concentracdo de T3 na pituitaria do que das
concentracoes de T3 circulantes. Isso ¢ resultado de um aumento na atividade das
deiodinases na adenohipdfise onde a conversdo de T4 a T3 ¢ mais eficiente ¢ preserva o
controle da secregio de TSH inalterado (Donda & Lemarchand-Béraud, 1989). E
importante salientar que a atividade das deiodinases ¢ tecido-especifica e ¢ regulada
durante a maturagdo ¢ em disfuncdes da tiredide, onde pode ocorrer um mecanismo
adaptativo, por exemplo, em presenga de baixas concentracdes de T3 e conseqlientemente
ndo alterar os niveis plasmaticos de TSH (Donda & Lemarchand-Béraud, 1989). No
sistema nervoso central a atividade da deiodinase tipo 2 ¢ aumentada no hipotireoidismo
para manter as concentragdes de T3 normais nesse tecido (Darras et al, 1999). Muitos
casos também ja foram reportados onde a ingestdo de excesso de hormdnios tireoidianos
estava associada com a diminui¢do das concentragcdes desses hormonios, ¢ ocasionalmente

em niveis normais, onde as vezes os sintomas eram mais severos (Cohen et al., 1989).

O tratamento in vivo com T3 causou um aumento nas concentragdes séricas de
triacilglicerol nos animais tratados imaturos e puberes em relagdo aos controles. Segundo
Norman & Litwack (1997), o aumento geral do metabolismo basal promovido pelos
hormonios tireoidianos, promove um aumento na mobiliza¢do lipidica provavelmente para
suprir as necessidades de substrato. Nos animais adultos observou-se uma diminui¢do do
triacilglicerol sérico, que pode estar relacionada ao fato das concentracdes hormonais
apresentarem-se diminuidas nessa idade, ja que o efeito dos hormonios tireoidianos nos

niveis de lipideos ¢ atribuido as concentracdes circulantes do hormonio.

A célula de Sertoli prolifera principalmente na fase fetal e no inicio da vida pos-

natal. Muitos estudos tém demonstrado que os hormoénios tireoidianos estdo envolvidos e



podem ser os principais fatores que regulam o periodo de proliferacdo e a maturacdo da
célula de Sertoli (Majdic et al, 1998; Cooke & Meisami, 1991; Hess et al, 1993). O
hipotireoidismo durante a fase neonatal em ratos prolonga o periodo de proliferacio da
célula de Sertoli e causa aumento do testiculo na fase adulta (Majdic et al., 1998). Além
disso, os receptores para hormdnios tireoidianos sdao encontrados em grande quantidade na
fase imatura do desenvolvimento sexual (Jannini et al., 1990; Jannini et al., 1994; Jannini
et al., 1999). Isso sugere um possivel efeito direto dos horménios tireoidianos no testiculo
nas primeiras semanas de vida. A partir disso, a andlise morfologica foi realizada nos

animais controles e tratados in vivo com T3 na fase imatura do desenvolvimento sexual.

A andlise morfologica apresentou tubulos seminiferos em estdgios ciclicos do
epitélio seminifero com o limen tubular formado em ambos os grupos estudados, o que
indica que o tratamento ndo promoveu alteragdes estruturais significativas no epitélio
germinativo. Segundo Van Haaster et al. (1993), injecdes de T3 durante a vida pds-natal
causam o cessamento da proliferacdo da célula de Sertoli aos 12 dias de idade, enquanto
que nos animais normais isso ocorre aos 18 dias de idade. Além disso, o T3 promove a
formacdo do limen tubular que reflete a secrecdo do fluido testicular e a maturagdo das

células de Sertoli (Russel et al., 1989; Van Haaster et al, 1993).

Nos estudos com microscopia eletronica observou-se que o tratamento in vivo
com T3 80 |ig/Kg de peso corporal durante sete dias apresentou o aparelho de Golgi das
células de Sertoli bastante desenvolvido, com vesiculas dilatadas, além de vesiculas de
secrecdo, refletindo um processamento das proteinas celulares altamente ativo. Foi
observada também a presenca de polirribossomos e reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
em quantidades maiores que nos animais controles. Esses resultados indicam que as células
estavam em intensa atividade de sintese e processamento de proteinas. Isso corrobora em
parte com os resultados obtidos no aumento das proteinas de filamentos intermedidrios nos
animais submetidos ao tratamento in vivo com T3, além de indicar que a dose hormonal e o
tempo de tratamento ndo causaram degeneragdo celular, nem toxicidade ao tecido. Nos
tubulos seminiferos dos animais tratados observou-se maior quantidade de gotas de
lipideos dentro e fora das células. Segundo Francavilla et al. (1991) e Russel et al. (1989),
a presenga de gotas de lipideos e o aparecimento do limen nos tibulos seminiferos sdo

marcadores da maturagdo das células de Sertoli em ratos. Os resultados obtidos da anélise



morfologica apresentando alteragdes nos lipideos, aparelho de Golgi, RER e
polirribossomos nas células de Sertoli de ratos tratados estdo de acordo com a sugestdo de
que os hormonios tireoidianos agem diretamente nessa célula e influenciam a maturacio

(Madjic et al., 1998; Russel et al., 1989; Van Haaster et ai, 1993; Palmero et ai, 1995).

Além dos estudos morfoldgicos, foram estudadas as alteracdes na vimentina
presente na fragdo citoesquelética enriquecida em filamentos intermedidrios insoliiveis em
Triton X-100 de testiculos de ratos, durante o desenvolvimento sexual. O citoesqueleto
regula a mecanica celular, e muitas funcdes associadas a organelas. As propriedades fisicas
e quimicas do citoesqueleto sugerem que eles podem estar envolvidos na maneira como as
informacdes sdo transmitidas de regides da membrana plasmatica para estruturas

localizadas no citoplasma ou no nucleo da célula (Janmey, 1998).

Neste trabalho encontrou-se um aumento no imunoconteitdo da vimentina
insoltivel em Triton X-100 de testiculos de ratos imaturos e adultos tratados in vivo com T3
80 [O-g/Kg de peso corporal durante sete dias consecutivos enquanto nos puberes, ndo houve
diferencas em relagdo aos controles. Esses resultados indicam que o tratamento in vivo com
o hormonio interfere com os mecanismos que regulam a formacdo do filamento de
vimentina de acordo com o periodo de desenvolvimento sexual estudado. Isso também
enfatiza a alta sensibilidade dos constituintes do citoesqueleto as alteragdes hormonais
provocadas pelo tratamento in vivo com T3 além de sugerir que estes efeitos podem ser
controlados diferentemente durante o desenvolvimento. Os mecanismos responsaveis pelo
aumento no imunoconteido da vimentina nas fases imatura e adulta sdo desconhecidos.
Muitos fatores regulatérios podem estar envolvidos como um efeito direto na expressao da
vimentina causando alteracdes em atividades enzimaticas envolvendo estimulo da sintese
de filamentos intermedidrios ou diminui¢do na degradacdo protéica. Outra possibilidade
pode estar relacionada a uma alteragio no estado de fosforilagdo da proteina. E descrito
que a fosforilacdo de filamentos intermedidrios ¢ inversamente proporcional a capacidade
de polimerizagdo. Segundo Lima e colaboradores (1998), em cultura de astrocitos tratada
com T3 observou-se um aumento na expressdo de proteinas de FI. /n vivo, o tratamento
com hormonios tireoidianos acelera a transi¢do da vimentina para a GFAP (Paul et al,
1999). Assim, os hormonios tireoidianos afetam a organizacdo dos FI de astrécitos que

podem tanto proliferar quanto diferenciarem-se em resposta ao tratamento com T3.



A fosforilacdo compreende um mecanismo molecular de fundamental
importancia na regulacdo biologica. A dinamica entre polimerizagdo e despolimerizacao
das proteinas de FI ¢ regulada por fosforilagdo, sendo esta uma ferramenta importante para
estudar mecanismos envolvidos na regulacdo dessas proteinas na célula. Assim, para
verificar o efeito da fosforilacdo no aumento da vimentina insolavel foram realizados os
experimentos de incorpora¢do in vitro d&Portofosfato na fragdo citoesquelética insolivel
em Triton X-100 enriquecida em FI de testiculos de ratos tratados in vivo com T3 durante o
desenvolvimento sexual. Observou-se um aumento na incorporacdo de fosfato radioativo
na vimentina da fracdo protéica em testiculos de animais imaturos e adultos tratados in vivo
com T3 sem alterar o perfil de fosforilacio nos animais puberes. Em astrocitos, os
hormoénios tireoidianos sdo responsaveis pelas atividades de sintese protéica e maturagdo
celular associadas a expressao de uma variante fosforilada da vimentina. A fosforilacdo da
vimentina regulada por T3 pode determinar a organizagdo intracelular e maturacao
morfologica de astrécitos de ratos normais e hipotireoideos (Paul er al, 1999). Assim, o
aumento da vimentina pode também estar associado a um aumento da forma fosforilada

nos periodos de desenvolvimento estudados.

Além disso, o estudo do efeito in vitro do T3 com incubagdo in vitro demonstrou
que quando testiculos de ratos foram incubados com 1 p,M de T3, o imunoconteudo ¢ a
fosforilagdo da vimentina estavam aumentados em testiculos de ratos imaturos, inalterados
nos puberes e aumentados novamente nos adultos. Isso confirma que o T3 desempenha um
papel importante na dinamica do citoesqueleto das células testiculares sendo regulado
durante o desenvolvimento e este efeito ¢ dependente da dose, como demonstrado nos

estudos in vitro (0,1; 1; 10 e 100 |IM de T3).

Por outro lado, ¢ interessante notar que o tratamento in vitro dos testiculos de
ratos imaturos com diferentes doses de T3 induziu efeitos diferentes no imunoconteudo e
na fosforilagdo in vitro. Os resultados demonstraram que a dose de 0,1 jiM de T3 estimulou
significativamente a incorporagdo in vitro de fosfato radioativo na vimentina da fracdo
citoesquelética sem afetar o imunocontetido, enquanto a dose de 100 )o.M de T3 apresentou
o efeito oposto. Todavia, as doses intermedidrias (1 ou 10 |iM) induziram um aumento na

fosforilagdo in vitro assim como no imunocontetido da vimentina insoluvel em Triton X-

100.



E descrito que a dindmica do citoesqueleto estd diretamente implicada na
sobrevivéncia, diferenciagdo e proliferagdo celular. Sinais extracelulares, hormoénios e
drogas sdao capazes de induzir as principais alteracdes na estrutura do citoesqueleto
regulando o comportamento celular. Hé& também muitas evidéncias indicando a
fosforilagdo de proteinas do citoesqueleto como um importante mediador de sinais de

transducdo intracelular (Inada ef ai, 1999).

Observando o efeito in vitro do hormoénio, parece improvavel que o aumento do
imunoconteudo da vimentina em testiculos de ratos imaturos e adultos esteja relacionado a
sintese ou degradagdo protéica, devido aos ensaios hormonais serem realizados em um

curto periodo e a adi¢do de inibidores de protease ao meio de incubacao.

Como o equilibrio dindmico entre polimerizagdio e despolimerizacdo das
proteinas de FI ¢ regulado por fosforilagdo tanto in vivo quanto in vitro, foram analisados
os efeitos do T3 in vivo e in vitro na fosforilagdo da vimentina presente na fragdo
citoesquelética enriquecida em FI. Os resultados mostraram que o T3 induziu a atividade
do sistema fosforilante associada com a vimentina em testiculos de ratos imaturos e adultos
sem afetar esse sistema em testiculos puberes em ambos os tratamentos estudados. Estes
resultados analisados em conjunto sugerem que durante o desenvolvimento sexual, os
mecanismos de regulacdo  hormonal alteram o equilibrio de polimerizacao/
despolimerizacdo das proteinas de filamentos intermedidrios nas cé€lulas testiculares,
provavelmente mediando mecanismos de fosforilagdo e desfosforilagdo. Isso indica que os
filamentos intermediarios s3o altamente dindmicos, ¢ que continuas trocas de subunidades
de proteinas ocorrem no filamento entre as subunidades soluveis e o filamento
polimerizado, atingindo um estado de equilibrio estavel (Inada et al, 1999). Entretanto, o
mecanismo exato pelo qual esse equilibrio ¢ rompido pelos tratamentos in vivo e in vitro

com T3 em testiculos de ratos imaturos e puberes ainda precisam ser esclarecidos.

Esses resultados de alteragdes nos filamentos intermedidrios em testiculos de
ratos sugerem os hormonios tireoidianos como moduladores da expressdo e/ ou dindmica

desses filamentos nos periodos imaturo e adulto do desenvolvimento sexual.

Recentemente, Jannini e colaboradores (1999) descreveram que hd uma

ontogenia funcional significativa de varias isoformas de receptores para hormonios



tireoidianos em testiculos de rato em desenvolvimento. Esses dados corroboram com os
resultados de imunocontetido e fosforilacdo da vimentina regulados por T3 durante a
maturacdo sexual dos testiculos de rato. Nos animais adultos, para o tratamento in vivo o
efeito pode ser atribuido a um efeito hormonal direto via pituitdria. Para o tratamento in
vitro com T3, deve-se excluir essa hipdtese de efeito direto no sistema reprodutivo na vida
adulta via glandula pituitaria (Kirb ef al, 1997; Majdic et al, 1998), devido a agdo

hormonal ocorrer em um periodo curto de incubagdo e as condi¢des serem in vitro.

O efeito estimulatério do T3 no imunocontetdo da vimentina foi acompanhado
por um aumento na incorporacdo in Vitro &P ortofosfato na vimentina polimerizada.
Isso sugere que a fosforilacio pode aumentar a estabilidade da vimentina nesse tecido.
Aparentemente, esses resultados discordam de trabalhos que descreveram a fosforilagdo ¢ a
desfosforilagdo como mecanismos regulatorios da polimerizagdo in vitro da vimentina
(Inagaki et al., 1987). Os autores descrevem que os filamentos de vimentina reconstituidos
in vitro desestabilizam quando fosforilados por proteina quinase A ou quinase C
purificadas. Entretanto, foi descrito por Goto et al. (1998) que os sitios de fosforilagao
responsaveis pela despolimerizagdo da vimentina e outras proteinas de filamentos
intermedidrios estdo localizados na extremidade N terminal da subunidade, sugerindo que a
fosforilagdo deste dominio desempenha um papel importante na polimerizacdo da
vimentina. Nossa abordagem experimental ndo nos permite saber se as alteragdes de
fosforilagdo in vitro produzidas pelos modelos experimentais alteram a fosforilacdo de
sitios no C terminal ou no N terminal da vimentina. Todavia, os resultados encontrados
neste trabalho estdo de acordo com os resultados de Paul et al (1999), que demonstrou que
0s horménios tireoidianos aumentam a expressdo de formas fosforiladas da vimentina em
cultura primaria de astrocito de cérebro de ratos, relacionando estes dados com a
maturagdo celular. Maiores investigagdes serdo necessarias para identificar os sitios de
fosforilagdo regulados por T3 tanto no tratamento in vivo por sete dias consecutivos, quanto
no tratamento in vitro, para que se possa atribuir algumas das diferencas entre esses
resultados e aqueles descritos por Goto et al. (1998) a diferentes sitios de fosforilacdo nas

subunidades de vimentina.

Estudos in vitro revelaram que a fosforilacdo de proteinas de filamentos

intermedidrios pode ser mediada por diversas quinases, como a proteina quinase A,



proteina quinase C, quinase CaM II e quinase cdc 42. Em estudos preliminares, a atividade
da Rho-quinase também induz alteragdes na estrutura dos filamentos intermedidrios (Goto
et ah, 1998). Porém, as quinases de FI que agem in vivo ainda ndo foram identificadas.
Identificar essas proteinas quinases envolvidas na fosforilagdo in vivo dos FI também seria
de grande importancia para se compreender como a reorganizagdo celular dos FI ¢

regulada.

Os nossos resultados demonstraram um perfil dinamico da vimentina da fracdo
citoesquelética de testiculos de ratos subordinado a resposta hormonal com T3 durante a
maturacdo sexual, enfatizando o complexo envolvimento dos mecanismos de fosforilagao
neste processo. Entretanto, maiores pesquisas s30 necessarias para esclarecer o0s
mecanismos deste evento. Presume-se que interferéncias neste sistema poderiam
provavelmente auxiliar num melhor entendimento das agdes do T3 nas células testiculares
normais, ¢ podem contribuir, a0 menos em parte, para o esclarecimento das disfungoes

celulares que ocorrem em pacientes com hipo e/ou hipertireoidismo.

O significado funcional da fosforilagdo dos filamentos intermediarios foi revisado
por Inagaki et al. (1996) e Ku et al. (1996). A fosforilagdo das proteinas de FI aumenta
drasticamente durante a mitose em muitas células. Outras funcdes regulatorias incluem
desestabilizacdo e reorganizacdo do filamento, solubilidade, localizacgdo em dominios
celulares especificos, associagdo com outras proteinas citoplasmaticas ou associadas a
membrana, protecdo contra ‘stress’ fisiologico e mediagdo de funcgdes celulares especificas
(Paul et al., 1999). Consistente com estes dados, os resultados deste estudo sugerem que os
hormdnios tireoidianos tanto in vivo quanto in vitro sao fatores regulatorios da dindmica da
vimentina insolivel em Triton X-100 de testiculos de ratos e que a fosforilagdo
desempenha um papel fundamental na organizacdo da estrutura do citoesqueleto, podendo
ser essencial no processo de maturacdo celular da célula de Sertoli, assim como ser

importante nos processos reprodutivos.



VI. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

A vimentina, uma proteina de filamentos intermediarios, ¢ expressa em testiculos de
ratos em todas as fases do desenvolvimento sexual, apresentando alteragdes

quantitativas durante as diferentes fases de maturagao.

O tratamento in vivo com o hormdnio T3 produz alteragdes nos niveis de T3, T4, TSH e

triacilglicerol condizentes com um estado de hipertireoidismo induzido.

O tratamento in vivo com T3 estimula a atividade de sintese e processamento de
proteinas nas células de Sertoli e acelera o processo de maturagdo sexual em tibulos

seminiferos de ratos imaturos.

A dinamica do equilibrio entre a fosforilagdo e o imunocontetdo da vimentina de

testiculos de ratos imaturos é regulada por T3.

O imunoconteudo e a fosforilagio da vimentina sdo marcadamente sensiveis as
alteracdes hormonais induzidas por T3 de forma regulada durante as diferentes fases do

desenvolvimento sexual.

VI.1. CONSIDERACOES FINAIS

Substancias esterdides ou esterdide-relacionadas t€ém como mecanismo de agdo

classico a modulagdo da expressdo gé€nica e da sintese protéica. Entretanto, agdes nao

genOdmicas dos esterdides foram demonstradas em diversas espécies e tecidos (Silva et al.,

2002).
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Muitas questdes ainda precisam ser esclarecidas para se conhecer os mecanismos
de acdo rapida para substancias esteroide-relacionadas. Recentes avangos consideram que
o mesmo ligante hormonal (peptidico ou lipidico) pode ativar concomitantemente ou
consecutivamente um receptor associado a membrana € um receptor gendmico nuclear

classico (Silva ef al., 2002).

Desse modo, a hipdtese para o mecanismo de acdo do T3 sobre a vimentina é de
que nas cé€lulas de Sertoli, o T3 possa influenciar a proliferagdo e a maturagdo celular via
receptores nucleares modulando a transcricdo génica de diversas proteinas e/ou enzimas
envolvidas neste processo, assim como possa agir em sitios de ligagdo na membrana
plasmatica ativando vias rapidas de transducdo de sinais e modulando a atividade de
quinases e/ou fosfatases, que regulam a estrutura, a organizagdo e a funcionalidade dos
filamentos intermediarios podendo este evento estar também envolvido nos processos de

proliferagdo e maturagdo celular (figura VIL.1).

Meio extracelular

Meio intracelular

9
® : »
1 5 i
Atividade de quinases e/ ou fosfatases ,'Receg:;; t}‘;dear
| FI
Outras respostas Proliferagdo e matura(;éo/ h@ﬁo celular
celulares da célula de Sertoli

|
|
|

Figura VI.1. Representagdo esquematica da hipotese do mecanismo de agdo do T3 sobre as
proteinas de filamentos intermediarios de testiculos de ratos. FI = filamentos
intermediarios; < T = = sitio de ligagdo para Ts.



A comunicagdo entre sistemas de sinalizacdo celulares parece ser um principio
comum que habilita as células a integrar multiplos sinais do ambiente (Gschwind et al.,
2001). Essa comunicacdo cruzada entre diversas vias de sinalizacdo estimula um novo
conceito de transdugdo e comunicacdo celular aumentando a capacidade e enriquecendo a

variedade de agdes hormonais.

O conhecimento dos sitios de agdo do T3 e vias de sinalizagdo podem fornecer
futuramente sitios de intervencdo terapéutica em prol da fertilidade ou da contracepcao.
Além disso, estudos adicionais e o desenvolvimento de andlogos do T3 podem revelar

acoes seletivas contribuindo para o desenvolvimento de novas drogas.
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