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RESUMO

A célula de Sertoli possue destacada importancia em relacdo ao processo
spermatogénico e possue uma relacdo direta com as células germinativas.Com isso
‘orna-se importante a fun¢éo destas células em gerar intermedidrios do metabolismo e
\ utilizagdo destes por espermatécitos e espermdtides. |

Sabendo que os aminoécidos além de sua incorporacdo a proteinas podem ser

1sados como combustiveis metabdlicos, procuramos esclarecer as rotas metabdlicas de
juatro aminoécidos em células de Sertoli in vitro. |

Realizamos culturas primadrias de células obtidas de ratos Wistars de 18 dias de
‘dade. Os testiculos foram sequencialmente digeridos com enzimas especificas e as
2élulas foram semeadas em garrafas plasticas (3 X 10° células/cm?) a 34°C em uma
atmosfera com 95% de ar e 5% de CO, em meio 199 suplementado com 1% de soro fetal
povino. Ap6s 24h as células foram lavadas e o meio readicionado. Ao quarto dia da
cultura, as células foram tripsinizadas e a suspenséo celular obtida. N6s investigamos
a sintese protéica, sintese lipidica e oxidagdo a CO, causada pelo catabolismo da
leucina, alanina, valina e glicina radioativas. Os experimentos foram realizadas em |
frascos, ap6s serem gazeificados com uma mistura de 95% O, : 5% CO; por um minuto,
foram selados com tampa de borracha e incubados a 34°C por 1h de acordo com a
metodologia de Dubnoff et al, 1975. A incubacéo foi cessada pela adi¢do de TCA 50% e
foi injetado no well central hidréxido de hiamina, para capturar o CO,. Apés 30 min o
contetdo do well foi transferido para viais e a radicatividade em CO; foi quantificada.
O contetdo dos frascos foi lavado com TCA 10% e os lipidios foram extraidos com
cloroférmio:metanol (2:1), evaporado e a radioatividade medida. O precipitado
resultante foi dissolvido em acido férmico concentrado e a radioatividade
correspondente a incorporacéo a proteinas foi contada.

Nossos resultados mostraram que os maiores produtos obtidos da leucina e valina
neste tipo celular foi a incorporagdo em proteinas e a oxidacdo a CO». A glicina foi o
aminodcido menos utilizada dos quatro estudados e foi mais usada para sintese
protéica. A alanina foi preferencialmente incorporada a lipidios.

Expandimos nossas pesquisas procurando esclarecer a classe de lipidios formada
com cada aa analisando a fragdo lipossolivel por cromatografia em camada delgada.
Utilizou-se de um sistema solvente para identificacdo de lipidios neutros e, além disso,
reag¢Oes de hidrélises suaves alcalinas e dcida. Com a leucina e valina observou-se uma



incorporagéo a fosfolipidios, acidos graxos, trigliceridios e ésteres de colesterol,
confirmou-se a formacdo de acidos graxos a partir de leucina ap6s a reacéo de
saponificacio. Com a glicina encontrou-se incorporagao em fosfolipidios
provavelmente fosfatidilserina. J4 com alanina visualizou-se fosfolipidios, 4cidos
graxos, trigliceridios e ésteres de colesterol e ap6s a hidrélise alcalina confirmou a
presenca de radioatividade em fosfolipidios e acidos graxos. A hidrolise 4cida suave
confirmou que toda a leucina estd na fracdo lipossoltivel, provavelmente acido graxo.
No entanto, com a glicina, alanina e valina parte da radioatividade foi incorporada na
porcao lipossoltivel da molécula do fosfolipidio e parte na fracdo hidrossolavel.
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L. INTRODUCAQ

1.1. A Célula de Sertoli
1.1.1. Bstrutura dos testiculos

Os testiculos fazem parte do aparelho reprodutor masculino produzindo
espermatozodides e hormoénio sexual masculino. Sdo envolvidos por uma espessa
capsula de tecido conjuntivo, a albuginea. Localizam-se nas bolsas escrotais que
mantém a temperatura alguns graus abaixo da temperatura abdominal.

Analisando a estrutura dos testiculos dos mamiferos observamos dois
compartimentos distintos: o tecido intersticial vascularizado e os tabulos
seminiferos (FIGURA 11.1.1). Nos thbulos seminiferos ocorre a
espermatogénese e a espermiogénese.

O tecido intersticial é formado por vasos sanguineos, canais linfaticos,
macréfagos e pelas células de Leydig onde ocorre a producio de andrégenos que
estdo ligados ao desenvolvimento das caracteristicas sexuais primdrias e
secundérias e no processo espermatogénico. '

Os tabulos seminiferos possuem as células de Sertoli (ndo proliferativas),
componentes somaticos do epitélio seminifero que circundam as células
germinativas (proliferativas). Durante a espermatogénese, as células
germinativas sdo transformadas em espermatozéides através da formacio
intermediaria de espermatogonias, espermatoécitos e espermatides.

1.1.2. Desenvolvimento testicular e espermatogénese

desenvolvimento dos testiculos de mamiferos é um processo longo e
continuo que se inicia ainda no feto onde ocorre a diferenciacdo sexual das
gonadas. Apés o nascimento o desenvolvimento é classificado em trés I&&BS
distintas:

1. Imptabere
2. Pré-pabere
3. Adulta
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FIGURA 1.1.1.1: Corte transversal mostrando o tibulo seminifero de testiculo de
mamifero. As setas mostram o tabulo seminifero (TS) e o intersticio (I). Figura
obtida na Internet.

O periodo de duragéo destas fases difere de espécie para espécie (COUROT
& KILGOUR,1984). Cada fase possue caracteristicas histol6gicas especificas. No
feto e em testiculos impuberes, os tibulos seminiferos sdo constituidos por dois
tipos celulares:
- as células de suporte, precursoras da célula de Setoli no adulto
- as células germinativas primordiais ou os gonécitos
Os nticleos das células de suporte localizam-se na periferia do tabulo com o
citoplasma diferenciado para o centro. Nesta fase o tibulo ainda ndo tem lamen.
O namero de células de suporte é bem maior que o de células germinativas e
observam-se mitoses nestas duas populagbes celulares. As células germinativas
ficam inseridas no citoplasma das células de suporte. A velocidade méxima
proliferativa das células de suporte acontece no infcio da espermatogénese e
termina durante as primeiras fases deste processo (COUROT & KILGOUR,1984),



A fase pré-pubere é um periodo de rdpido crescimento testicular quando
inicia-se a espermatogénese. A populacdo celular das gébnadas aumenta de forma
notavel, os gonécitos transformam-se em espermatogdnias iniciando-se as trés
fases do desenvolvimento das células germinativas. Na primeira fase as
espermatogbnias indiferenciadas proliferam originando espermatogonias
diferenciadas que originam os espermatécitos e uma nova geracio de
espermatogobnias indiferenciadas. Na segunda fase os espermatécitos sofrem
divisbes meidticas formando espermatides haploides. Na terceira fase, as
espermatides diferenciam-se em células flageladas moveis denominadas
espermatozdides durante o processo de espermiogénese (CLERMONT,1972).

Terminada a espermatogénese, o espermatozoéide é expulso para a luz do
tibulo e o citoplasma da espermatide fica retido junto a célula de Sertoli.

Os espermatozoéides formados sdo transportados através do lamen do tabulo
até o epididimo onde sdo armazenados até tornarem-se completamente
maduros fisiolégicamente.

A barreira hemato-testicular é originada dos complexos juncionais que se
formam entre as células de Sertoli adjacentes e divide o tibulo seminifero em
dois compartimentos: o basal e o adluminal. No compartimento basal estdo as
espermatogdnias e os espermatocitos primdrios. O  adluminal contém
espermatécitos e espermatides (RUSSEL,1977 a).

A secrecdo ativa de compostos oriundos das células de Sertoli passando
seletivamente por esta barreira provavelmente determine um meio ideal para o
desenvolvimento das células germinativas (SKINNER,1991).

O inicio da espermatogénese e a sua manutengdo dependem de FSH e da
testosterona. Aceita-se que o efeito destes hormonios no ciclo espermatogénico
sdo mediados pelas células de Sertoli ja que estas possuem receptores para estes
hormoénios. Um dos efeitos do FSH e da testosterona sobre as células de Sertoli é
a estimulacéo da producdo de proteinas como a ABP - androgen binding protein
e a inibina. A glicoproteina inibina inibe a secre¢do de FSH pela hipofise gerando
um feed-back negativo entre os testiculos e a hipéfise . Outro feed-back
negativo é a inibigdo da liberacao de gonadotrofinas pela testosterona circulante
(TOEBOSCH, 1990 ).

Os dois compartimentos testiculares respondem a diferentes gonadotrofinas
ja que as células de Sertoli, nos tibulos seminiferos, respondem ao FSH e as
células de Leydig , no intersticio, respondem ao LH, produzindo testosterona. A
regulacio da proliferacdo celular & primordial para a geracdo de



espermatozdides. O papel de produzir células germinativas, precisa e
coordenadamente, no epitélio seminifero, necessita de mecanismos regulatérios
(LOSTHOH,1969).

Outros hormoénios hipofisidrios também podem afetar a espermatogénese
mas seu papel parece ser secundério ao das gonadotrofinas.

Muitos modelos experimentais sugerem que a necessidade hormonal é
diferente para fases distintas do processo espermatogénico. O FSH possue um
papel fisioloégico de desencadear nos testiculos imaturos um evento essencial
para que a espermiogénese se complete durante a primeira onda
espermatogénica. Hstabelecido o processo espermatogénico este continuard a
menos que um fornecimento adequado de testosterona esteja a disposicéo
(STEINBERGER & DUCKETT, 1967; STEINBERGER & STEINBERGER, 1974).

O FSH é importante para a espermatogénese , porém parece ter um efeito
transitorio limitado a etapa de maturacdo das espermétides durante a primeira
onda espermatogénica. Seu papel fisiologico no macho adulto ainda nao esta
bem definido. Sabe-se que este hormoénio é requerido para restaurar o processo
espermatogénico quando existe uma perda da estimulacdo gonadotréfica em
adultos. E desconhecido o modo de acéo deste hormonio quando no controle da
espermatogénese. Provavelmente este controle envolva o crescimento e
maturacdo das células de Sertoli regulando a sintese de seus varios produtos de
secrecao.

Sdo os hormoénios da hipofise que geram os estimulos essenciais para que
ocorra a funcdo testicular. Aparentemente sdo as complexas interactes celulares
do compartimento celular quem determina o tempo de duracéo e a intensidade
da resposta das células testiculares. Uma série de fatores enddcrinos e parécrinos
produzidos no local foram sugeridos como participantes no controle e
manutencdo da funcio e diferenciacao testicular.

1.1.3. Interacdes Celulares

As célula de Sertoli e as células germinativas interagem intensamente. O
epitélio do tibulo seminifero pode ser dividido em trés compartimentos: o
compartimento das células mitéticas, onde ocorre producio de espermatogénias



resultado de divisdes mitéticas, o compartimento das células meidticas, formado
por espermatocitos primarios e secunddrios e o compartimento das células
espermiogénicas com espermatides em diferenciagdo. A célula de Sertoli
estabelece relacbes espaciais e funcionais com estes trés compartimentos que
variam ao longo do tibulo mantendo o processo espermatogénico
(KIERSZENBAUM & TRES,1981). Este ciclo funcional depende de sinais
hormonais do eixo hipotdlamo-pituitario ( FSH,LH), do testiculo ( testosterona) e
de sinais intratubulares oriundos das células localizadas nos trés
compartimentos citados onde a célula de Sertoli esta associada.

Com a evolucdo dos organismos multicelulares houve o aperfeicoamento da
interacdo celular. As interagbes célula-célula podem ser classificadas em trés
categorias:ambientais, nutricionais e regulatérias (SKINNER, 1991). Um resumo
destas interacdes é demonstrado na tabela 1.1.3.1.

TABELA IL.1.3.1:

INTERACOES CELULARES NOS TESTICULOS

Interacao Ambiental Nutricional = Regulatéria
Sertoli

Germinativa X X X
Sertoli

Peritubular X X
Sertoli

Leydig X
Leydig

Peritubular X

Tabela adaptada de Skinner (1991).



Analisando as interagdes celulares no testiculo nota-se que as ag¢des do
sistema endécrino sao frequentemente e indiretamente mediadas por interactes
celulares locais. Como ja foi mencionado anteriormente, os dois compartimentos
testiculares respondem a gonadotrofinas diferentes. As células de Sertoli
respondem ao FSH enquanto que as células de Leydig respondem ao LH
produzindo testosterona. O inicio e a manutencdo da espermatogénese
dependem de FSH e testosterona. As células de Sertoli possuem receptores para
estes dois hormobnios cujos efeitos parecem ser mediados por estas células
durante o processo de espermatogénese.

A comunicacdo entre estes dois tipos celulares inclui efeitos de compostos
produzidos pelas células germinativas sobre as células de Sertoli. Foram
observados mudancas no padrdo de secrecdo das células de Sertoli nos diferentes
estagios da espermatogénese. J4 foi demonstrado por PARVINEN (1982) que as
células de Sertoli variam quantitativamente as suas propriedades no decorrer do
ciclo. KIERSZEMBAUM & TRES (1981) evidenciaram uma das primeiras
demonstractes desta funcdo ciclica das células de Sertoli através de estudos
autoradiograficos em camundongos visualizando variagbes nos padrdes de
marcacdo com [PHj-uridina e aminodcidos em 4reas adjacentes do epitélio
seminifero, indicando diferentes atividades metabdlicas. KERR, 1988 verificou
mudangcas na ultra - estrutura das células de Sertoli que refletem alteractes na
atividade celular para a manutencdo da espermatogénese. Foram observadas
também variagdes no seu contetido lipidico (KERR & DE KRETSER,1975).

Em coculturas contendo estes dois tipos celulares evidenciam-se: aumento na
sintese de DNA e RNA pelas células germinativas, surgimento de antigenos de
superficie e manutencdo da sintese de glutatido nas mesmas células germinativas
(RIVAROLA et al,1985; VAN DER DOONK et al, 1986 e LI et al,1989). Por outro
lado, meio condicionado de células germinativas estimula a fosforilacdo de
proteinas especificas e a atividade da glutamil transpeptidase nas células de
Sertoli, podendo também aumentar a produgdo de ABP, a producdo e a
expressdo do gene para transferrina e diminuir a sintese de estradiol e RNA
(SCHTEINGART et al, 1989, RIVAROLA et al,1985; LE MAGUERESSE et al,1988;
DJAKIEW & DYM,1988; STALLARD & GRISWOLD,1990 ).

A maioria, se nao todos os efeitos hormonais durante o ciclo
espermatogénico sdo mediados pelas células de Sertoli. A ligacdo méxima do
FSH e a secrecdo de varias proteinas das células de Sertoli sdo estdgio especificas.



1.1.4. Estrutura da célula de Sertoli

As células de Sertoli foram distinguidas em testiculo humano por Enrico Sertoli
em 1865 ( FIGURA 1.14.1 ). A definicao dos limites desta célula foi complicada devido
sua estrutura que envolve as células germinativas, porém apos dissociacoes vagarosas
e delicadas do epitélio em solucdo de cloreto de mercirio, Sertoli estabeleceu que as
células de suporte eram individuais e de forma colunar mas possuiam processos
ramificantes que se estendiam através do limen para envolver as células germinativas
associadas (FAWCETT,1975).

Tais células formam centros ao redor dos quais as células germinativas estdo
arranjadas. Sua aparéncia sugere um tronco de drvore (ELFTMAN,1963).

Através do uso de técnicas de microscopia eletrénica demonstrou-se que a
morfologia das células de Sertoli era muito mais complexa. Perto da base, células de
Sertoli adjacentes formam juncdes estreitas denominadas tight junctions que séo
responsaveis pela formacao da barreira hemato testicular. No lado adluminal da
barreira ocorrem projecdes que circundam as células germinativas (RUSSEL &
PETERSON,1985). Devido a presenca desta barreira as células germinativas possuem
acesso limitado as substincias da circulagdo e por este motivo sdo dependentes do
meio imediato circulante controlado pelas células de Sertoli. Este fato fornece
evidéncias a fungdo de célula nutritiva atribuida as células de Sertoli. Sugere também
o possivel mecanismo de acdo pelo qual o FSH e a testosterona, que atuam
diretamente sob as células de Sertoli, regulariam a espermatogénese (FRITZ,1978).

A célula de Sertoli é uma célula epitelial comprida, colunar e estrelada com uma
base sélida numa membrana basal, um 4pice que alcanca o lamem tubular numerosas
projecdes laterais semelhantes a processos que extendem-se ao redor de intimeras
células germinativas.

A maioria das organelas ficam bem representadas compondo seu vasto
citoplasma. Um ntcleo grande polimoérfico localizado na regido basal possue uma
cromatina palida e um nucléolo facilmente identificado. Possue poucos cariossomos e
aglomerados de hetero cromatina comuns em muitas células somaéticas. O
nucleoplasmo é homogéneo com uma grande por¢édo de eucromatina condizente com
célula que expressa grande parte do seu genoma. Os nucléolos incluem numerosos
elementos vesiculares com membrana limitante tipica (FAWCETT,1975).



O restante do citoplasma inclue um sistema continuo de cisternas do reticulo
endoplasmatico, um complexo de Golgi peri e supra nuclear formando uma rede
continua, mitocoOndrias polimorficas, um aparelho endossomal-lisossomal e um
extensivo citoesqueleto composto de filamentos e microtabulos. O aparelho de Golgi
ndo é uma simples organela localizada em uma posicdo definida. Consiste de
multiplos elementos separados através do citoplasma basal e ocasionalmente na
regiao supra nuclear.

Em ratos tém sido demonstrado centriolos e peroxissomos. Ha intmeras
vesiculas pequenas,muitas servindo para carregar vérios tipos de materiais. Existem
também granulos nio secretérios. O citoplasma contém inclusdes lipidicas e, na célula
de Sertoli de humanos, cristais de proteina. Uma definicdo especifica para o
citoplasma da célula de Sertoli seria: um complexo formado por cisternas achatadas de
reticulo endoplasmadtico e filamentos de actina localizados préximo a membrana
plasmatica tornando adjacentes células de Sertoli e espermadtides.

1.1.5. Funcdes da Célula de Sertoli.

As células de Sertoli possuem miltiplas fungdes especializadas, muitas das quais
acontecem simultaneamente ( FIGURA [.1.5.1 ). Algumas estdo relacionadas com a
diferenciacdo das células germinativas,outras sdo resultados de investigacdes de
biologia molecular nos tdbulos seminiferos.

A primeira a ser evidenciada é a mais ébvia funcdo destas células ~ o papel de
sustentacdo mantendo no seu devido lugar os clones de células germinativas
diferenciadas localizadas no compartimento adluminal do epitélio seminifero que sdo
os espermatocitos e espermatides. J4 existem especulagSes a nivel molecular a respeito
desta funcdo. Tal processo requer a formagdo e dissolucdo de planos juncionais entre
as células de Sertoli e os espermatécitos. Sabe-se pouco a este respeito assim como o
exato papel das glicoproteinas ligantes as interfaces entre as células de Sertoli e as
células germinativas. O processo pelo qual as espermadtides alongadas sao colocadas
dentro de intervalos pronunciados formados na parte apical da célula de Sertoli
também é pouco explicado.



FIGURA L1.4.1: Desenho de uma célula de Sertoli mostrando
indicando suas organelas e inclusdes. Adaptado de FAWCETT,1975.
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FIGURA 1.1.5.1: Diagrama mostrando a relacdo de uma célula de Sertoli com varios
estagios de células germinativas compondo o epitélio seminifero. Estdo indicadas as
principais fungdes de célula de Sertoli. Legenda: N: ntcleo, n: nucléolo, SER: Sertoli, A:
espermatogonia, PI: espermatécito pré leptoténico, P: espermatécito paquiténico, Sp:
espermatides, RB: corpo residual, M: célula miéide na membrana basal. Adaptado de
CLERMONT,1993.
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A capacidade de fagocitar e eliminar corpos citoplasmaticos residuais que
separam-se das espermétides tardias durante a espermiacdo foi analisada mais
recentemente como sendo somente mais uma faceta da funcdo endocitica da célula de
Sertoli. Uma pinocitose ativa ou fase fluida aparece no apice das células de Sertoli que
resulta na formacdo de lisossomos. Estes, eventualmente fundem-se com os
fagossomas e contribuem na sua eliminacédo do epitélio seminifero.

Uma endocitose mediada por receptor acontece na membrana plasmaética basal.
Véarios fatos ainda devem ser esclarecidos como por exemplo o mecanismo de
reconhecimento que permite uma internalizagdo seletiva dos corpos residuais, se
ocorre uma reciclagem dos produtos de degradacfo resultantes da lise dos corpos
residuais, quais seriam as rotas intracitoplasmaticas e os mecanismos alvo para as
glicoproteinas lisossomais do aparelho de golgi e também, quais seriam os
mecanismos moleculares que controlam esta funcéo ciclica endocitica-fagocitica.

Outra funcfio emerge do fato de que células de Sertoli adjacentes unem-se por
meio de tight-junctions intercelulares constituindo numa barreira de macromoléculas
denominada hemato testicular,como ja foi citado anteriormente. Isto resulta na
formacao de dois compartimentos dentro do epitélio seminifero: um basal contendo
espermatogonias e espermatocitos recentes e um adluminal contendo espermatécitos
meidticos e espermatides em vdrias etapas de espermiogénese. Supfe-se entdo que a
célula Sertoli envolva-se entdo no transporte de substancias do compartimento basal
para o compartimento adluminal nutrindo as células germinativas. Pouco se sabe sobre
a exata significancia biologica da barreira hemato testicular em termos de diferenciagéo
das células germinativas localizadas adluminalmente. |

Nao menos importante é a sustentagdo (suporte) de espermatides recentes do
compartimento basal para o adluminal. Um grande grupo de espermatécitos séo
interconectados por pontes intercelulares abertas de células de Sertoli adjacentes que
restabelecem contato e fixam-se uma nas outras por novas tight junctions lineares.
Bstas jungbes devem se dissolver permitindo a liberagdo de espermatocitos no
compartimento adluminal. E um processo sincronizado envolvendo simultaneamente
um grande nitimero de células de Sertoli que seletivamente reconhece os
espermatécitos que serdo sustentados.

Na espermiogénese ocorre um envolvimento da célula de Sertoli na
espermiag¢do. Durante a primeira das trés fases distintas deste processo de liberacao
dos espermatozdides, ocorre a expulsdo espermatides tardias das células de Sertoli .
Na iltima fase as cabecas das espermatides desengatam-se dos processos das células



de Sertoli que seletivamente retém e fagocita restos citoplasmaticos e corpos residuais
que se desprendem dos espermatozdides.

A fun¢do nutritiva, ou seja, o suprimento de substincias nutritivas como
glicidios, aminoécidos, lipidios, elementos metalicos, ... para as células germinativas ¢
considerada plausivel devido alta afinidade dos processos das células de Sertoli com
cada célula germinativa que com ela se relaciona. Os espermatocitos mei6ticos e as
espermatides desenvolvidas no compartimento adluminal sao dependentes das células
de Setoli para terem acesso as substancias nufritivas.

Um estudo feito através de microscopia eletronica demonstra que as células de
Sertoli desenvolvem processos semelhante a dedos que invaginam o citoplasma das
esperméatides alongadas e subsequentemente aparecem fragmentados em pedacos
que sdo incorporados em vactolos digestivos dentro das espermatides,talvez um
possivel modo de entregar produtos da células de Sertoli para espermatides
metabolicamente ativas.

Acucares ou aminodcidos marcados injetados intravascularmente ou
intratesticularmente rapidamente atingem espermatécitos ou espermatides os quais
sdo incorporados em proteinas ou glicoproteinas demonstrada por autoradiografias.
Quanto ao envolvimento das células de Sertoli no transporte destas substancias
requer maiores investigagdes. GROOTEGOED & cols, 1986, monstraram o
metabolismo de produtos marcados em células de Sertoli analisando o caminho
metabdlico da glicose, piruvato, glutamina e leucina. Obtiveram uma cultura de
células de Sertoli com grau de pureza superior a 94%, utilizando-se de ratos imaturos,
Em seus experimentos a taxa total de utilizacao da glicose exedeu as taxas de oxidagdo
do piruvato, derivado da glicose, via ciclo de Krebs, e metabolismo da glicose via ciclo
das pentoses. Este padrdo de metabolismo glicolitico ndo foi efetivamente alterado
ap6s estimulagdo pelo FSH. Em meio contendo glicose e aminoécidos, a glutamina e a
leucina foram convertidas a CO» em taxas consideraveis. Os autores entdo estimaram
que a oxidagdo da glutamina e da leucina em adiciio com a glicose e 4dcidos graxos
poderiam render muito do total de energia requerida pela célula de Sertoli. Tal analise
partiu do principio de que a célula de Sertoli e a célula germinativa possuem uma
relacdo intrinseca quanto aos produtos secretados pela célula de Sertoli e o
aproveitamento dos mesmos pela células espermatogénicas vizinhas.

A fungdo secretora tem sido muito evidenciada. Sabe-se que a célula de Sertoli
secreta uma grande variedade de proteinas, 4gua, fons e muitas outras substéncias
através de seus polos apical e basal. Ha evidéncias quanto a secrecdo de proteinas tais
como, proteinas ligadas a andrégenos, proteinas carregadoras de metais, proteases e
inibidores, horménios, fatores de crescimento e parécrinos de varios tipos. A maioria
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destas informacOes foram derivadas de investiga¢fes in vitro de células de Sertoli
imaturas isoladas.

Analisado as diversas fun¢des pode-se dizer que esta célula produz uma série de
fatores e desempenha uma multicidade de fung¢des que indiretamente permite o bom
funcionamento do programa genético que ocorre durante a diferenciacdo das células
germinativas.

1.1.6. Metabolismo

O estudo do metabolismo das células de Sertoli iniciou com o desenvolvimento
de técnicas para cultura destas células. Este passo foi crucial permitindo culturas livres
de células germinativas e peritubulares garantindo dados corretos ao analisar células
de Sertoli em cultura que refletia as mesmas condi¢tes destas em um testiculo inteiro.

O metabolismo mais especializado das células de Sertoli é evidenciado apés o
término da divisdo celular e a formacdo das tight junctions intercelulares. Como se
sabe as células de Sertoli mantém os complexos juncionais e suportam direta ou
indiretamente as células germinativas.

Outro fator importante é a influéncia de horménios e fatores de crescimento. Sabe-
se que ocorrem mudancas metabdlicas de acordo com o estdgio de desenvolvimento
do individuo.

Intmeros fatores tornam complexa a andlise dos aspéctos gerais do metabolismo
da célula de Sertoli. O tamanho da célula que acopla um grande ndmero de células
germinativas sugere que a producdo de energia e o fluxo de metabdlitos dentro e
através da célula seja muito grande. Mesmo estando mitoticamente inativa ela esta
metabolicamente ativa. Nota-se que o0s eventos metabdlicos ocorrem a uma
temperatura varios graus abaixo da temperatura o6tima da maioria das reacdes
catalizadas por enzimas. Destaque também para a superficie da membrana plasmaética
que interage com o sistema vascular via linfa testicular e portanto a superficie pela
qual os metabdlitos entram na célula é uma pequena percentagem do total da
membrana plasmaética celular.

O tamanho da célula de Sertoli relaciona-se diretamente com o acesso do oxigénio
molecular. A entrada de diversos agentes metabdlicos importantes para o interior
celular é feita por difusdo. A taxa de difusdo destas substancias limita-se ao tamanho
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médio celular de 30 a 50 pm. A questdo superficie-média dos volumes reflete
provavelmente as diferencas reais das células de Sertoli em muitas espécies.

O tamanho da célula de Sertoli é um problema sob o ponto de vista metabdlico.
A molécula de Oz ou outra pequena molécula podem penetrar a barreira linfatica
sangiiinea mas devem superar enormes distancias. Metabolitos de enorme peso
molecular ou ligados a proteinas tais como o ferro a transferrina, vitamina A a RBP-
retinol binding protein- ou lipidios associados com apolipoproteinas devem entrar na
célula via aproximadamente 5% da drea de superficie da membrana plasmética que é
basal aos complexos tight junctions.

Deve-se relatar também o grande ntmero de células germinativas cujo
metabolismo é dependente da difusdo de produtos do exterior do tdbulo ou de
produtos vindos diretamente das células de Sertoli. O tbulo seminifero possue um
ambiente muito hipéxico. Resultados dos estudos de FREE & cols, onde os valores de
PO, foram medidos nos compartimentos testiculares de ratos através de
microeletrédos, evidencia que os fluidos sdo muito baixos em O2.0 PO; no
compartimento interluminal ndo é menor do que no intersticio. Atribuem a este fato a
possivel mistura de fluidos intertubulares com fluidos mais oxigenados.

Apbs véarios estudos em testiculos aspermatogénicos, FREE (1970) concluiu que
as células que permaneciam, Leydig e Sertoli, continham substrato enddgeno
suficiente para manter as taxas méximas de respiracdo e que estas ndo metabolizavam
glicose ex6gena. Também sugeriu que os lipidios ex6genos seriam substratos para
oxidacdo e que a glicose exégena é estimulatdria porque recoloca intermediarios ao ci-
clo do acido citrico e também para a formacdo de aminoécidos ndo essenciais.

O estudo sobre o metabolismo da glicose em célula de Sertoli iniciou com
ROBINSON e FRITZ (1981). Culturas de células de Sertoli de ratos de 20 dias de idade
foram incubadas com [U-%C]} glicose e subsequentemente as taxas de conversdo a CO;
o total de anions, lactato, lipidios e glicogénio foram determinados. Somente 3% foi
oxidado a CO, e menos de 2% foi convertido a lipidios ou glicogénio. A maioria da
glicose foi convertida a lactato com uma taxa de 75%. Nestes experimentos a adicdo de
insulina ou FSH teve um efeito minimo sobre a utilizagdo de glicose por células de
Sertoli em cultura. A quantidade de glicose metabolizada pelos ciclo das pentoses foi
pequena mas, foi estimulada pela adi¢do de uma lancadeira de elétrons. Estes
resultados sugeriram que o ciclo das pentoses ndo opera a niveis consideraveis em
culturas de células de Sertoli e que os niveis de NADP" sdo muito baixos.

Muitos experimentos tém sido realizados com o objetivo de esclarecer davidas
com respeito ao metabolismo da glicose em células de Sertoli. Num destes usando
ratos de 3 ou 4 semanas que haviam sido previamente esterilizados por irradiacdo
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para eliminar as células germinativas, a taxa total de utilizagdo de glicose foi menor se
comparada quando com a adi¢do de FSH ou dbcAMP onde houve uma estimulacdo na
taxa de utilizacdo. Estes resultados mostram que 72% do piruvato foi convertido a
lactato enquanto que somente 25% foi oxidado via ciclo do é4cido citrico
(GROOTEGOED & cols,1986). Outros experimentos concluiram que o FSH, insulina e
IGF-1 estimulam ligeiramente a producdo de lactato por diferentes mecanismos. A
insulina influencia a captacdo de glicose em culturas de células de Sertoli. O FSH
também estimula o transporte de glicose. Em experimentos utilizando 2-deoxiglicose,
OONK & cols (1989) concluiram que a insulina e ndo o FSH estimula o transporte da
hexose em células de Sertoli em cultura. O FSH estimularia a atividade ou os niveis de
enzimas glicoliticas.

Em geral os estudos demonstram que as células de Sertoli metabolizam a glicose
que é na sua maioria convertida a lactato e ndo é oxidada via ciclo de Krebs. O meio
ambiente entre os tibulos seminiferos contém 2% dos niveis de glicose encontrados no
sangue e 50% dos niveis de lactato. As células germinativas em cultura preferem o
lactato como fonte de energia. Tais observacdes reforcam o fato de que as células de
Sertoli proverfam de lactato os espermatdcitos e espermiétides para produgdo de
energia. Os experimentos de JUTTE & cols, 1983, demonstraram que a producdo de
lactato por células de Sertoli isoladas, incubadas na auséncia de FSH, foi aumentada
quando variaram a idade dos ratos de 3 para 6 semanas. Isto poderia ser reflexo da
alta taxa de metabolismo glicolitico em células de Sertoli isoladas de animais mais
velhos.

Entretanto, tais idéias necessitam de evidéncias experimentais in vivo. Também, o
lactato e o piruvato podem difundir livremente para fora das células nas quais eles séo
tormados e poderiam refletir a taxa de glicolise entre as células.

Outro estudo, realizado por BERNARD & WASSERMANN,1982, conclui que a
administracdo in vivo de FSH causa um aumento da incorporagdo in vitro de D-[1-3H]
glicose, D-[U-14(C] glucosamina ou D-[2-°H] manose em glicoproteinas de testiculos de
ratos imaturos eriquecidos de células de Sertoli. Tal efeito foi bloqueado utilizando a
tunicamina, antibi6tico utilizado para elucidar rea¢Ses que envolvem sintese de
glicoproteinas pela via ligada a asparagina.

Gotas de lipidios sdo facilmente observaveis nas células de Sertoli e a quantidade
destas diferem com o estagio do ciclo do epitélio seminifero. E provével que tais gotas
contenham triacilgliceréis que poderiam prover acidos graxos livres para oxidacdo.
JUTTE e cols foram pioneiros em utilizar culturas de células de Sertoli de ratos de 19
dias para analisar oxidacdo de lipidios. Utilizaram em seus experimentos [ 1-14C] 4cido
palmitico a uma concentracdio saturante na presenca de albumina bovina como
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carreador. Conforme as condi¢fes de seus experimentos, a méxima oxidacdc do
palmitato foi obtida a uma concentracéo de 0,35 mM.As células foram incubadas por
5h e 66% da quantidade total oxidada foi a COa.. Do restante dos produtos oxidados
(34%) 1/3 encontrou-se nas células e 2/3 no meio de cultura como corpos cetdnicos, 3-
hidoxibutirato e acetoacetato. Somente uma pequena percentagem de palmitato
radiocativo estava em triacilglicerol ou lipidios esterificados. A adicdo de glicose
exdgena causou um substancial aumento na esterificacdo do palmitato porém teve
pequena influéncia na quantidade de COz ou corpos cetdnicos formados.

A formacio de corpos cetdnicos é um indicativo de uma predominancia de
oxidagdo de 4cidos graxos. Quando o metabolismo de carboidrato é insuficiente a
concentracdo de oxaloacetato para a formacado de citrato é baixa. Isto resulta na
formacao de acetilCoA por oxidacao de 4cidos graxos para a formacéo de acetoacetato
e 3-hidroxibutirato. JUTTE e cols sugeriram que os corpos ceténicos formados pelas
células de Sertoli poderfam ser usados pelas células germinativas como fonte de
energia.

Em comparacdo com a quantidade de lactato secretado, a fracdo de corpos
cetdnicos foi pequena mas, os autores pontuam que poderia ser diferente em células
de Sertoli in vivo ou na presenca de hormonios.

GROOTEGOED e cols calcularam baseados nestes dados ja analisados e em seus
proprios achados sobre metabolismo de glicose que células de Sertoli de ratos de trés
semanas em cultura, derivam ATP com uma taxa de 15 nmoles/min/mg de proteina
do palmitato e aproximadamente 2,5 a 15 nmoles/min/mg de proteina da oxidagdo da
glicose. Tais valores correspondem a oxidacdo da glicose a lactato e uma pequena
percentagem que é oxidada via ciclo do 4cido citrico e tal taxa oscila na presenca de
hormoénios. Pode-se concluir destes estudos que a oxidacdo de acidos graxos é a maior
fonte de energia para cultura de células de Sertoli e ndo parece ser afetada pela
presenca de hormonios.

Outras fontes de energia também foram testadas em culturas de células de
Sertoli. Foram utilizados os aminoacidos L-[U-1* C] glutamina ou L-[1-* C] leucina. A
glutamina é oxidada a CO, por conversdo do glutamato e entdo a o-cetoglutarato o
qual é subsequentemente oxidado via ciclo do 4cido citrico. As células de Sertoli sao
capazes de converter quantidades substanciais de glutamina a COz que pode ser
estimulada pelo dibutiril AMP ciclico. A situagdo in vivo ainda ndo é clara. Sob
condigdes experimentais GROOTEGOED e cols demonstraram que culturas de células
de Sertoli poderiam obter 2 a 5 nmoles de ATP/min/mg de proteina da glutamina.

No epitélio seminifero de ratos uma ftransferase especifica que converte

aminoacidos alifiticos de cadeia simples em seus correspondentes o-ceto acidos esté

16



presente nas células de Sertoli. Em pesquisas feitas com leucina radioativa o 4-metil-2-
oxopentanoato foi formado por transaminacdo que foi na sua maioria descarboxilado a
isovaleril-CoA. Este foi estdo completamente oxidado via ciclo do 4acido ditrico.
Aproximadamente 15 a 30% do 4-metil-oxopentanoato foi liberado das células e tem
sido demonstrado que o a-oxo 4cido liberado pelas células de Sertoli poderia ser
captado pelas células germinativas e entdo convertido ao 2-hidroxi-4-metilvalerato
(JUTTE e cols, 1983 ). Esta ndo é uma reacdo de produc@o de energia e sua significancia
biol6gica é desconhecida.

O maior interesse dos caminhos biossintéticos envolvendo carboidratos tem sido a
conversdo enzimdtica da glicose a mioinositol. Sabe-se que a concentragdo de
mioinositol no fluido tubular é 50 vezes maior daquela encontrada no soro. No tibulo
seminifero temos uma concentracdo de 3 a 5 mM e no epididimo de 20 a 30 mM.
Ainda nada se sabe da significAncia desta alta concentracio.

ROBINSON & FRITZ (1979) mostraram que células de Sertoli em cultura sédo
capazes de converter glicose em mioinositol e a adi¢do de dibutiril AMPc ocasiona um
ligeiro aumento nesta producdo. Uma pequena fracao do mioinositol foi encontrada no
meio enquanto que uma fracdo maior permaneceu nas células apés 72h de cultura.
Ambas as enzimas sintase e fosfatase necesséarias nas reacdes sdo encontradas nas
células de Sertoli. Contrdrio aos resultados de ROBINSON & FRITZ, os niveis de
sintase detectados por anticorpos no epididimo foi somente uma pequena fracao
daqueles encontrados nos testiculos.

Um namero limitado de estudos tém examinado diretamente a sintese de lipidios
em culturas primérias de células de Sertoli. Num destes, 0 acetato marcado foi
incubado com células de Sertoli em cultura e a incorporagdo da radicatividade em
véarias classes de lipidios foi determinada. A radioatividade foi detectada em &cidos
graxos, incluindo acidos poliénicos. A maior por¢do do acetato marcado (70%) foi
incorporada em fosfolipidios e triacilgliceréis. Comparando a taxa de incorporagio do
acetato com os baixos niveis de atividade da ATP-citrato liase detectados em células de
Setoli, sugerem que tais células utilizam acetato para sintese lipidica sem o
envolvimento da mitocondria (GUMA & cols, 1997). Em outro estudo foi demonstrado
quando culturas de células de Sertoli foram incubadas com linoleato ou a-linolenato
radioativos foram formados acidos aracdonicos e acidos poliendicos de cadeia longa.
Tem sido evidenciado também que &cidos graxos poliénicos de 22 C sdo derivados da
elongacdo do 4cido linoléico. Diferentes formas de poliénos de 22 C acumulam-se em
diferentes espécies. As células de Sertoli possuem um baixo contetido de fosfolipidios
e um alto contettido de triacilglicerdis como foi evidenciado por BECKMAN &
CONIGLIO (1979).
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O metabolismo das células de Sertoli e suas relagdes com o desenvolvimento das
células germinativas sdc 4reas com muitas questdes ainda para serem esclarecidas.
Deve-se levar em conta as dificuldades associadas com os estudos de rotas metabdlicas
e suas interdependéncias com a diversidade de células encontradas nos testiculos.
Véarias perguntas merecem ser respondidas dentre elas sobre os eventos metabdlicos
que sao necessarios nas células de Sertoli para a sobrevivéncia das células
germinativas e com isso a garantia da espermatogénese e espermiogénese.
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1.2. Os Aminocacidos.

1.2.1. Estrutura.

Os aminoécidos (aa) sdo unidades monoméricas das quais sdo formadas as
proteinas e sdo, por conseguinte, os produtos primarios da degradacdo protéica.
Embora mais de 300 diferentes tipos de aminoécidos estejam descritos, somente 20 sdo
comumente encontrados como constituintes de proteinas de mamiferos. Cada
aminoacido, com excegdo da Prolina, possue um grupo carboxila, um grupo amino e
uma distinta cadeia lateral ( grupo ~ R ) ligados a um Co (FIGURA 1.2.1.1). As cadeias
laterais sdo quimicamente diversas e suas propriedades quimicas determinam
caracteristicas especificas das proteinas nas quais os aminodacidos fazem parte.

Amino grupo H grupo carboxila
f | f
*HsN-—C a— COOH
|
R
U

cadeia lateral, distinta para cada aminodcido

FIGURA L2.1.1: Estrutura geral dos aminoacidos mostrando o grupo amino e o grupo

carboxila que sdo comuns para todos os a-aminodcidos e, a cadeia lateral que é
distinta. Demonstrativo de sua forma protonada. Adaptada de CHAMPE & HARVEY,

1994.

A um pH fisiolégico de aproximadamente 7.4 o grupo carboxila é dissociado
formando o fon carboxilato, - COO - ,e o grupo amino é protonado, - NHs*. Para 19
aminoacidos o Co lateral tem quatro constituintes diferentes: o grupo amino, o
grupocarboxila, a cadeia lateral e o dtomo de hidrogénio. Portanto, o dtomo de C é
assimétrico e os aminoacidos podem existir na configuragdo D e L ( FIGURA 1.21.2).
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Todos os aminoacidos encontrados no corpo, com excecdo da Glicina, que ndo possue
C assimétrico, estdo na configuracio L.

COO COO
4 4
- - = = &
HsN*t 7 C H H C *NHs
f i
R R
L ~ amincécido D - aminogcido

FIGURA 1.2.1.2: Formas L e D. Adaptada de MARKS e cols, 1996.

1.2.1.1. Classificacdo Geral:

As fungdes de cada aminodcido individual e suas fungdes na estrutura proteica
relatam principalmente as propriedades quimicas de suas cadeias laterais { FIGURA
[.211.1).

Aminoéacidos com cadeia lateral alifatica, ndo polar: Cada um destes aa possue uma
cadeia lateral que ndo se liga ou doa prétons, ou participa de pontes de hidrogénio ou
idnicas. A cadeia lateral comporta-se semelhante a um lipidio promovendo interacdes
hidrofébicas. Em proteinas encontradas em solugdes aquosas, a cadeia lateral destes aa
tendem a localizarem-se no interior da estrutura proteica. Tal fendmeno é devido a
hidrofobicidade dos grupos-R ndo polares que reagem como gotas de gordura num
ambiente aquoso. Estes grupamentos acomodam-se no interior da estrutura proteica
enovelada promovendo-lhe uma forma tridimencional. As intera¢des hidrofébicas sao
importantes na estabilizacdo das proteinas. Sdo: Glicina, Alanina, Prolina, Valina, Leucina
e Isoleucina. A Glicina possue um dtomo de hidrogénio como cadeia lateral, permitindo
uma grande flexibilidade estrutural quando presente compondo uma proetefna. B o aa
mais simples e o menos interativo. Ja o aa Prolina , com sua estrutura ciclica, possue
um o-amino nitrogénio incorporado ao seu formando uma estrutura
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rigida, contendo um grupo imino. Ja a Alanina e os aa de cadeia aberta ( Valina, Leucina
e Isoleucina ) possuem cadeias laterais alifaticas e nao polares. Estes ultimos sao

extremamente hidrofoébicos.

T NAO POLARES. ALIFATICOS ™
] ciclico ,
: coo” coo” 000" AROMATICOS
HA=CoH Hl-CoH i f’gh-zu 'NAOPOLARES  MAIS POLARES
.S . .='A;é' Ly e o v e
--------------- HsN—~C=H HaN—C—H HyN—=C~H
GLICINA ALALINA  PROLINA S ST oh, T
. ' ' . Vol
cadeia ramificada ; 3 ; ; o=CH
Co0" coo” : L
?OO’ Haﬁ—é—H H3N—(IJ-H YoM
HN-C=H ¢H° e ch !l T :
cH CH ! CHy ' | FENTI AT ANTN A rovs vt a0
} CHy CHy cfiy e SHy FENILALANINA  TIROSINA TRIPTOFANO
VALINA LEUCINA ISOLEUCINA
i N
POLARES NAO CARREGADOS Grupo sulfirico
CIZOO' C|ZOO‘ (IZOO' CIJOO“ CiZOO' ?OO'
HN=C=H HN=C—H HN=C—=H HyN=C—H HyN=C=H HaN—C = H
""" I T I - B T
c. CH, | CH; ! CHy: SH
7N\ f R SRR A v [ PR
H,N O C -5
----------- ) [ :
i HN cH3 :
ASPARAGINA GLUTAMINA SERINA TREONINA METIONINA CISTEINA
, CARREGADOS ,
NEGATIVOS (ACIDOS) POSITIVOS (BASICOS)
CcoOo” CO0O~ ?OO’ CcOo™ [o{e]on
HaNi= & ~H Hofi= G = H HyN=C = H Hafi = C =H Hyli=C = H
T 1o éH """ T -
_é_cp_‘._ : <‘:H2 '?Hz (l2H2 : CI:—-—N\H
oo o e W
ASPARTATO GLUTAMATO INH D CHy K é
(i‘, = NH, NH3 oo T -
: iNH, 1 T i
ARGININA LISINA HISTIDINA

FIGURA 1.21.1.1: Demonstrativo das férmulas quimicas dos 20 aminoacidos
agrupados de acordo com suas cadeias laterais. Adaptado de MARKS & cols, 1996.
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Aminodcidos com cadeia lateral aromaética: Sdo estruturalmente relacionados com a
Alanina. Em cada caso um anel aromatico é anexado ao carbonao 3 ( o -carbono ). O aa
Fenilalanina contém um grupo fenil que é muito hidrofébico. Os aa Tirosina e Triptofano
sdo mais polares pois, contém um grupo fendlico e um nitrogénio respectivamente em
seus anéis aromaticos.

Aminoacidos com cadeia lateral polar ndo carregada: Tais aa sdo hidrofilicos e em
solucdo aquosa sdo frequentemente encontrados na superficie de proteinas globulares
onde interagem com a agua. A cadeia lateral da Serina e Treonina contém um grupo
polar hidroxila. A Asparagina e a Glutaming sao amidas dos aa Aspartato e Glutamato.

Os grupos hidroxilas e 0s grupos amidas permitem a estes aa formarem pontes de
hidrogénio com outro aa, com a gua ou com outro componente polar que ligam-se as
proteinas. Os aa Cistefna e Metioning sdo relativamente polares porque contém um
atomo sulftrico. Eles sdo os mais hidrofébicos deste grupo. Este grupos sulfidrilas
podem interagir com outros grupos sulfidrilas formando pontes bissulfidicas.

Aminodcidos com cadeia lateral carregada: Os Acidos Aspdtico e Glutdmico contém um
grupo carboxila suas cadeias laterais. S0 os aa acidos que num pH fisiolégico os
prétons sdo dissociados e a cadeia lateral carrega-se negativamente. As formas
carregadas negativamente destes aa sdo denominadas Asparfato e Glutamato.
Entretanto os aa Arginina, Lising e Histidina contém um nitrogénio,podem ser
protonados e carregados positivamente. Em um pH fisiologico as cadeias laterais da
Argining e Histidina séo ionizadas e carregadas positivamente. Em contraste, a
Histiding é fracamente basica, quando livre encontra-se sem carga porém, quando
incorporada em uma proteina sua cadeia lateral pode estar positivamente carregada
ou neutra, dependendo do ambiente i6nico fornecido pelas cadeias polipeptidicas da
proteina.

1.2.2. Metabolismo

1.2.2.1. Sintese
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Devido a estrutura dnica de cada um dos 20 aa seus metabolismos seguem
caminhos diferentes. Onze destes sao sintetisados no corpo humano, os demais sao
requeridos na dieta. Dez destes aa nao essenciais podem ser produzidos da glicose
mais um surto de nitrogénio ( FIGURA 1.2.2.1.1 ). J4 a Tirosina necessita se um aa
essencial, a Fenilalanina, para sua sintese. Os aa Alanina, Glicina, Serina e Cisteina sdo
produzidos da glicolise via componentes do caminho glicolitico. Intermediarios do
ciclo de Krebs, que sdo produzidos da glicose providenciam carbono para a sintese dos
seis aa essenciais remanescentes.

O esqueleto de carbono dos 10 aa nao essenciais derivados da glicose sao
produzidos de intermedidrios da glicose e do ciclo do 4cido tricarboxilico. O a-ceto
glutarato é o precursor para a sintese de Glutamato, Glutamina, Prolina e Arginina, ja o
oxaloacetato para a sintese de Aspartato e Asparagina.

Glicose
l Glicina
Fosfoglicerato T Metionina (S)

Asparagina
Serina _‘L_—’ .Cisteina

TA )
Glutamina Piruvato<+—> Alanina

/

TA
Aspartato «——Oxaloacetato  Acetil CoA

Citrato

|

Isocitrato Glj:amma
a-cetoglutarato +—> Glutamato —> Clutamato semialdeido

' N

" GDVH Prolina Arginina
FIGURA 1.2.2.1.1: Esquema geral da sintese de aminoacidos ndo essenciais. TA =

reacdo de transaminacdo. Adaptado de MARKS & cols,1996.



Na biossintese da Sering a partir da glicose, o 3-fosfoglicerato é primeiro oxidado a
um componente 2-ceto que é transaminado para formar fosfoserina, onde uma
fosfatase remove o fosfato formando serina.

A Glicina é metabolisada por varias rotas. E produzida da Sering por uma reacéo
reverssivel que envolve tetrahidrofolato. Também pode ser produzida por degradagéo
da Treonina. Pode ser oxidada pela D - aminoacido oxidase cujo produto, o glioxalato,
é convertido novamente a glicina por transaminacao.

Tanto o carbono como o nitrogénio para a sintese da Cisteina sdo doados pela Serina
e o grupo sulfdrico pela Metionina. A serina reage com a homocisteina para formar
cistationina, reacdo catalisada pela cistationina sintase. A clivage da cistationina pela
cistationase produz cisteina e o-cetobutirato que forma succinil CoA via propionil
CoA. Este é o maior caminho de degradacdo para a metionina. A cisteina inibe a
cistationina sintase e, portanto, regula a sua prépria producdo. Havendo suficiente
metionina a mesma fornece a quantidade necessaria de cisteina.

A Alanina é produzida do piruvato por uma reacdio de transaminacao catalisada
pela alanina transaminase. E o maior aa gliconeogénico, sua producio em varios
tecidos é devido o requerimento de nitrogénio para o figado.

Dois grupos de aa séo sintetizados de intermedidrios do ciclo de Krebs:
1. Aarelacionados com o a-cetoglutarato :

Os cinco carbonos do Glutamato sdo derivados do a-cetoglutarato por
transaminacao ou por uma reacdo envolvendo a glutamato dehidrogenase. Como o a-
cetoglutarato pode ser sintetisado da glicose, todos os carbonos do Glutamato podem
ser obtidos da glicose. A Arginina, Prolina e Arginina sdo derivadas do Glutamato. Uma
outra funcido deste aa é providenciar a molécula glutamil ao glutatido que esta
envolvido no transporte de aa em células do figado e intestino.

A Glutaming é produzida do Glutamato pela glutamina sintetase que adiciona NH;
ao grupo carboxila da cadeia lateral formando uma amida.

Na sintesa da Proling,o Glutamato é primeiro fosforilado e convertido a glutamato 5-
semialdeido por reducao da cadeia lateral do grupo carboxil a um aldeido. Este
semialdeido cicliza-se formando uma base de Schiff interna. A reducdo deste
componente ciclico forma Prolina.

A Argining é sintetizada do Glufamato via o semialdeido que sofre transaminacdo
para formar ornitina, um intermediario do ciclo da uréia, cujas rea¢des produzem
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Arginina. A quantidade de Argining gerada é adequada somente a um adulto, durante
o periodo de crescimento torna-se um aa essencial.

Embora a Histiding ndo possa ser sintetizada em humanos, em quantidades
necessarias para um dsenvolvimento adequado, cinco dos seus carbonos formam
Glutamato quando é degradada.

2. Aa relacionados com o oxaloacetato:

O Aspartato é produzido por transaminacdo do oxaloacetato, reagdo reversivel. J4 a
Asparaging é formada do Aspartato por uma reacdo em que a Glutamina providencia o
N para a formacdo do grupo amida. Esta reacdo difere da sintese da Glutamina do
Glutamato no qual o NHa: providencia o N. Porém, a reacdo catalisada pela
asparaginase, que hidrolisa a Asparagina a NHs e Aspartato, é andloga a reacdo
catalisada pela glutaminase.

1.2.2. Degradacéo

O catabolismo dos 20 aa encontrados em proteinas envolve a remogdo dos grupos o
~ aminos seguido da quebra do esqueleto de carbono resultante. O catabolismo
converge para formar sete produtos: oxaloacetato, a - cetoglutarato, piruvato,
fumarato, acetil CoA, acetoacetil CoA e succinil CoA. Estes entram no metabolismo
intermedidrio resultando tanto a sintese de glicose, lipidio ou a producdo de energia
através da oxidagdo a COze HxO pelo ciclo de Krebs (FIGURA 1.2.2.1).

O destino dos carbonos dos aa depende do estado fisiolégico do individuo e do
tecido alvo onde ocorre a degradacéo. Os aa sdao degradados e seus carbonos sdo:

— convertidos a CO;,

= convertidos a compostos que produzem glicose, no figado - aa glicogénicos,
piruvato e intermedidrios do ciclo de Krebs: a-ceto glutarato, succinil coA, fumarato e
oxaloacetato e/ou

= convertidos a corpos cetdnicos ou seus precurssores, acetoacetato e acetil coA - aa
cetogénicos.
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Triptofano Alanina .
Serina _»Alanina— Sangue

Treonina — Glicina~" (jsteing —SPiruvato »
*Acetil CoA Argmtf}g_
) istidina
Muscle .."';&spartato _~Oxalacetato Glutamina
Gut; ¥ Y Prolina
kidney « ASparagina Glutamato

Figado---.. MalatoCiCIO de Krebs | ¢
o-cetoglutarato

Aspartato Fumarato Succinil CoA
P /' ~__

Tirosina -

Fenilalanina ~ Valina  Metilmalonil CoA
Treonina
Isoleucina—Propionil CoA

Metionina
B Leucina

. '
Acetil CoA: +Acetoacetil— MG CoA
4 CoA

Treonina Acetoacetato
Lisina (corpos cetdnicos)
Isoleucina _ .f
Triptofano Fenilalanina, Tirosina

FIGURA L.2.2.1: Esquema da degradacdo dos aminoacidos.A - aa que produzem
piruvato ou intermedidrios do ciclo de Krebs. B - aa que produzem acetil CoA ou
corpos ceténicos. Adaptado de MARKS & cols,1996.
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Alguns aa contém carbonos que produzem glicose e outros carbonos que produzem
acetil coA e acetoacetato sendo portanto, glicogénicos e cetogénicos. Os que produzem
piruvato sdo considerados glicogénicos pois o figado converte piruvato a glicose
durante o jejum no momento em que a piruvato dehidrogenase esta inativa e ndo ha
producdo de acetil CoA e, consequentemente corpos ceténicos. Aa que foram
sintetizados de intermediarios da glicose produzem piruvato quando degradados e os
sintetizados por intermedidrios do ciclo de Krebs sdo reconvertidos a estes durante a

degradacdo ( TABELA 1.2.2.1).

GLICOGENICOS  GLICOGENICOS E CETOGENICOS CETOGENICOS

Alanina Tirosina
Asparagina

Aspartato

(isteina

Glutamato

Glutamina

Glicina

Prolina

Serina

SO T e B,
FIISTICINg

TABELA 1.2.2.1: Classificacio geral dos aa como glicogénicos, cetogénicos ou
glicogénicos, ou cetogénicos. Destaque em vermelho para os aa essenciais. Adaptada
de CHAMPE et cols, 1987.
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Alguns aa essenciais contém carbonos que sdo convertidos a piruvato ou a
intermediérios do ciclo de Krebs. O Triptofano produz Alanina que é convertida a
piruvato. A Metionina, Treonina, Valina e Isolercina formam succinil coA e, a Fenilalaning
forma fumarato apés a conversao da Tirosina. Como o piruvato e os intermediarios do
ciclo de Krebs produzem glicose no figado, tais aa sdo glicogénicos. Outros aa
essenciais como o Triptofano, Isoleucina e Treonina produzem acetil coA, e a Fenilalaning
produz acetoacetato -~ sdo glicogénicos e cetogénicos. A Lisina e a Leucina sdo

exclusivamente cetogénicos.

Como ja foi citado anteriormente a Serina, Glicina, Cisteing e Alanina sao derivadas de
intermediarios da glicolise. Em muitos mamiferos a Serina é degradada pela serina
desidratase e produz NHs* e piruvato. Ja em humanos, seu caminho preferencial de
degradacao é transaminacado a hidroxipiruvato seguida por reducao e fosforilacdo para
formar 2-fosfoglicerato — fosfoenol piruvato e entdo piruvato. A Glicina é
metabolizada por varias rotas (FIGURA 1.2.2.2). A principal via de metabolizagido deste
aa no cérebro, figado, rins e placenta é o Sistema de Clivagem da Glicina (SCG)
(HIGARA et al, 1981; EWART et al, 1992). Esta via oxidativa envolve sua clivagem a
CO», NHs e um grupo metileno (- CHy') que liga-se ao tetrahidrofolato formando N5,
N0 - metileno tetrahidrofolato. A Glicina é oxidada pela D - aminocdcido oxidase
produzindo glioxalato que pode ser convertida novamente por transaminacdo e/ou, é
oxidada a oxalato ou a CO; e HyO. Pode ser convertida a serina numa reacio catalisada
pela serina hidroximetil transferase, seguida pela reacdo catalisada pela serina-
desidratase que tem como produto o piruvato. Este por descarboxilacio oxidativa
forma acetil CoA que podera ser oxidado através do ciclo de Krebs. Pesquisas
revelaram que a maior taxa de utilizagdo deste aa em hipocampos de ratos durante o
periodo de crescimento cerebral, foi a oxidagdo a CO»2 exedendo duas vezes a oxidacdo
da Alanina e dez vezes a oxidacdo da Leucina em ratos de 7, 14 e 21 dias
(GOVINATZKI et cols, 1996 ).

A sintese de lipidios a partir da glicing inicia-se com o transporte do citrato
mitocondrial ao citosol onde é clivado pela citrato liase a oxaloacetato e acetil CoA. O
oxaloacetato é reduzido a malato pela acdo da malato desidrogenase. J4 0 malato é
descarboxilado formando piruvato (com reducdo do NADP+ a NADPH+ + H+). O
piruvato entdo é transportado a mitocondria onde é carboxilado pela agdo da piruvato
carboxilase, com o CO; originado da clivagem da glicina, formando oxaloacetato.
Nesta etapa deve haver um rearranjo de carbonos. Pela acdo da citrato liase o
oxaloacetato reage com o acetil CoA intramitocondrial formando citrato. O citrato
através do transportador de tricarboxilatos atravessa a membrana mitocondrial
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interna e a externa, que € permedavel, e vai ao citosol onde é clivado a oxaloacetato e
acetil CoA. Este acetil CoA vai ser usado para sintese lipidica.

serina
desidratase

| SERINA

FHI PLP
5,10-CH2~PHf\“

FH+—5,10-CH>-FH4 e

NAD+ NADH
—3p
NHy+

a-cetoglutarat

glutamato

 GLIOXALATO

— Oy
> HxO2  OX
e N+

TT;/ O~Ceto g}u-tara’to

COz + HYO

FIGURA 1.2.2.2: Catabolismo da glicina.5CG = Sistema de clivagem da glicina, TR =
transaminase, OX = D - aminoacido oxidase, FHs = tetrahidrofolato, PLP = piridoxal P.
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Quando a Cisteina é degradada o N é convertido a uréia, os C a piruvato e o grupo
sulftirico a sulfato que é excretado na urina.

A Alanina é o principal aa gliconeogénico pois sua producio em muitos tecidos é
para transporte de N para o figado. Para ser utilizada na via lipogénica deve ser
transaminada a piruvato que através da piruvato desidrogenase é convertido a acetil
CoA. O piruvato pode entrar no ciclo de Krebs para a producio de CO; e Hx0,
metabolizada neste caso como um componente energético (FIGURA 1.2.2.3).

Alanina
amino transferase

a-cetoglutarato
v PLP
glutamato

Piruvato
desidrogenase

| — co

+— CoA-SH

FIGURA 1.2.2.3: Figura ilustrativa do catabolismo da alanina. PLP=piridoxal fosfato
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Quanto aos aa relacionados com o ciclo de Krebs, sabe-se que o Glutamato, a
Glutamina, Prolina e Arginina estdo relacionadas com o o - cetoglutarato. O Glutamato
quando degradado é convertido novamente a - cetoglutarato tanto por
transaminagdo como pela glutamato dehidrogenase. No figado o o - cetoglutarato
forma malato que via gliconeogénese produz glicose. Portanto o Glutamato é derivado
da glicose e reconvertido a glicose.

A Glutaming é reconvertida a Glutamato pela glutaminase, particularmente
importante no rim. GROOTEGOED & cols,1986, analisaram o metabolismo da
glutamina em células de Sertoli. L-[U-"“C]Glutamina foi convertida a %CO» a uma taxa
considerdvel durante incubacdo em células de Sertoli. Esta taxa foi estimulada pelo
dbcAMP.

A Prolina é convertida novamente a Glutamato semialdeido que é reduzido para
formar Glutamato.

Em uma série de varios passos a Histidina é convertida a forminoglutamato no qual
um de seus C é transferido ao pool tetrahidrofolato e libera NHy* e Glutamato.

O Aspartato e a Asparagina estdo relacionados com o oxaloacetato. Embora a maior
rota para o Aspartato disponivel envolva a conversdo a oxaloacetato, alguns C podem
formar fumarato. O argininosuccinato, formado no ciclo da uréia de uma reacdo do
Aspartato com a citrulina, é clivado formando Arginina e fumarato. No ciclo purina
nucleotidio o Aspartato reage com a inosina monofosfato para formar um intermedidrio
que é clivado formando AMPc e fumarato.

A Tirosina, produzida da Fenilalanina ou obtida da dieta, é oxidada e forma por
dltimo acetoacetato e fumarato. Por formar Malato,o fumarato suplementa C para
gliconeogénesis.

Os aa que sdo degradados para formar succinil CoA nao podem ser sintetizados em
humanos. As reacSes que convertem propionil CoA a succinil CoA sdo comuns nos
caminhos degradativos da Metionina, Valina, Isoleucina e Treonina. O propionil CoA é
carboxilado numa reacdo que requer biotina e forma metil-malonil CoA. Com a
participacdo de uma vitamina B12 ocorre a producédo de succinil CoA. As trés primeiras
reacdes do catabolismo da valina sdo semelhantes as dos outros dois aa de cadeia
ramificada. Ocorre uma reagdo de transaminacdo gerando através de uma «-
aminodcido aminotransferase um g-ceto acido correspondente, no caso o 4cido o-
cetoisovalérico. Este sofre uma descarboxilagédo oxidativa gerando isobutiril CoA que é
desidrogenado resultando no metacrilil CoA (FIGURA 1.2.2.4a). O metacrilil CoA
inicia uma série de reagdes que sdo especificas do catabolismo da valina. E hidratado
gerando p-hidroxiisobutiril-CoA que ¢ desacilado a pB-hidroxiisobutirato. Este é
oxidado a metilmalonato semialdeido cujos destinos possiveis incluem transaminacéo
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e convesdo a succinil CoA. A transaminacdo forma o-aminoisobutirato, um aa
encontrado na urina. O segundo maior destino envolve uma acilagdo oxidativa a
metilmalonil CoA e uma isomerizagdo a succinil CoA. Este rearranjo intramolecular é
catalizado por uma metilmalonil CoA mutase, uma das duas enzimas de mamiferos
conhecidas que contém um derivado da vitamina Bix como sua coenzima (FIGURA

1.2.24 a/b).

TRANSAMINACAO

/ COr

DESCARBOXILACAJ
OXIDATIVA

DESIDROGENACAQO

FIGURA 1.2.2.4a: Primeiras trés reac¢des do catabolismo da valina.



FIGURA 1.2.2.4b: Subsequente catabolismo do metacrilil CoA formado da L-valina.
oa-AA = g-aminodcido e a-CA = a-cetoacido.
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A Metionina é convertida a S-adenosil metionina que doa seu grupo metila a outros
componentes por uma sequéncia de reacdes que produzem homocisteina. Hste aa pode
ser regenerado por uma reagdo que requer tetrahidrofolato e vitamina B12 Os carbonos
da homocisteina séo convertidos a succinil CoA.

J& a Treonina é degradada por dois caminhos. E convertida a acetil CoA e glicina ou
clivada por uma dehidratase a amonia e o - cetoglutarato, que é descarboxilada para
formar propionil CoA.

Sete aa produzem acetil CoA e/ou acetoacetato e portanto sdo categorizados como
cetogénicos. A Isoleucina, Treonina e os aa aroméaticos Fenilalanina, Tirosina e Triptofano
sdao convertidos em compostos que produzem tanto glicose e acetil CoA ou
acetoacetato. A Fenilalanina é convertida a Tirosina que suporta degradacdo oxidativa.
O ultimo passo produz fumarato e acetoacetato. O Triptofano é oxidado para produzir
Alanina ( dos C fora do anel), formato e acetil CoA. B portanto, glicogénico e
cetogénico. O NAD e NADP podem ser produzidos da estrutura anelar do Triptofano.

Em um dos passos degradativos da Treonina sdo produzidos Glicina e acetil CoA no
figado que pode ser utilizada para sintese de corpos ceténicos ou oxidada a COz. A
Isolencing pode produzir glicose e corpos cetdnicos no figado.

A Lisina contém dois amino grupos que ndo podem suportar transaminacdo direta.
E degradada por um caminho complexo cujos intermedidrios sdo saccharopina, o-
cetoadipato e crotonil CoA.

O catabolismo da Leucina envolve a formacédo de 4-metil-2-oxopentanoato através
de uma reagdo de transaminacédo. Este é degradado por rea¢des semelhantes com as
que ocorrem no ciclo de Krebs e oxidagdo de acidos graxos, é oxidativamente
descarboxilado a isovalerii CoA por um complexo a-ceto desidrogenase de cadeia
ramificada. Este é desidrogenado formando fmetilcrofonil CoA, reacdo catalisada pela
isovaleril CoA desidrogenase. O f-metilglutaconil CoA ¢é entdao formado por
carboxilacgo do fmetilcrotonil CoA pela B-metilcrotonil CoA carboxilase, com gasto de
um ATP. A seguir acontece a hidratacdo do fmetilglutaconil CoA originando 3-hidroxi-
3-metil-glutaril CoA que é clivado a acetil CoA e acetoacetato { STRYER,1995) (FIGURA
1.2.2.5).
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a-ceto desidrogenase de
cadeia ramificada

B-metilcrotonil CoA
carboxilase

p-metilglutaconil
hidratase

3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
liase

FIGURA 1.2.2.5: Catabolismo da leucina.
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Estudos em células de Sertoli revelaram que o “C da L-[1-“Clleucing é
incorporado em “CO; quando o 4-metil-2-oxopentanoato é convertido por
dexcarboxilacdo oxidativa a isovaleril-CoA. Este é entdo convertido a acetoacetato e
acetil CoA seguido por completa oxidagdo via ciclo de Krebs (GROOTEGOED et
cols,1986). Sabe-se que no epitélio seminifero de ratos, a aminotransferase, que catalisa
a conversdo de aa como Valina, Leucina e Isoleucinag, esta presente em células de Sertoli.
Estas convertem Leucing, via ftransaminacdo a 4-metil-2-oxovalerato, e os
espermatodcitos e as espermdtides reduzem o 4-metil-2-oxovalerato a 2-hidroxi-4-
- metilvalerato, que ¢é entdo liberado pelas células espermatogénicas

(GROOTEGOED,JUTTE,JANSEN & VAN DER MOLEN,1983). Outro estudo, nao
menos importante analisa a célula de Sertoli como alvo da agdo do hormoénio da
tiredide e sua influéncia no metabolismo protéico.As culturas de célula foram
incubadas com meio contendo [°H] leucina. Os resultados demonstraram que o T3 (tri-
iodotironina) pode diretamente estimular o processo de sintese protéica, sem afetar
significantemente o processo de degradacdo (PALMERO & cols,1996).

Como pode ser visto véarios estudos tém sido realizados com o objetivo de
esclarecer o metabolismo energético em células de Sertoli e este pode envolver um
namero de diferentes substratos e caminhos. A participacdo dos aminoacidos pode
render muito da energia requerida pelas células, em conjunto com a glicose e os
acidos graxos.
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1.3. Objetivos

Considerando que os aminoédcidos além de sua incorporagdo a proteinas podem ser

usados como combustiveis metabdlicos e que estudos, como o de GROOTEGOED et
cols, 1986, mostram o envolvimento de substratos e de diferentes caminhos na
obtengdo de energia em células de Sertoli, decidimos:

- Estudar comparativamente o metabolismo de dois aa de cadeia ramificada: um
cetogénico, a leucina e, um glicogénico, a valina; um glicogénico muito utilizado
pelo SNC, a glicina e um aa essencialmente glicogénico, a alanina, em células de
Sertoli in vitro, medindo a sua utiliza¢do como precurssores na sintese protéica e
lipidica, e na oxidacdo a COy;

- Identificar os produtos lipossoliveis formados com cada aminoacido.
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II. MATERIAIS E METODOS

I1.1. Materiais
Listagem dos materiais utilizados:

Tripsina 1:250 (Difco)

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

Colagenase tipo I (Sigma)

Hialuronidase tipo 1-S (Sigma)

DNAse tipo I (Sigma)

Soro Albumina bovina (Sigma)

Soro fetal bovino SFB (Cultilab)

Fungizone (Laborclin)

Garamicina (Schering-Plough)

Solucao salina tamponada de Hank - HBSS (Sigma)

Meio de cultura 199 com L-glutamina e Sais de Earle (Slgma)

Solucao salina tamponada sem célcio e magnésio (CMF-PBS)

EDTA tritriplex IIT (Merk)

Padrdes de fosfolipidios (S1gma)

Padroes de lipidios neutros (Sigma)

Placas de silica gel para cromatografia em camada delgada (Merk)

Filmes para autoradiografia Hyperfilm - 3H (Amersham)

Glicina (Sigma)

L-Alanina (Sigma)

L-Valina (Sigma)

L-Leucina (Sigma)

Solugdo tampdo Krebs Ringer-bicarbonato (pH=7,4)

L-[U-14C] Leucina. Atividade especifica: 11.7 GBq/mmol, 315 mCi/mmol (Amersham)
[1-14C] Glicina. Atividade especifica: 2.11 GBq/mmol, 57.0 mCi/mmol (Amersham)
L-[U-4C] Alanina. Atividade especifica: 5.81GBq/mmol, 157 mCi/mmol (Amersham)
L-[U-14] Valina. Atividade especifica: 9.8 GBq/mmol, 266 mCi/mmol (Amersham)
Acido Tricloro Acético (Merk)

Hidréxido de Hiamina

EDTA, Tritriplex III (Merk)

Todos os demais reagentes e solventes foram de pureza “pré-analise” (PA).
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O material utilizado nas culturas de células de Sertoli ( pipetas,vidrarias em geral,
material cirtrgico, filtros,... ) foi lavado cuidadosamente com Extran alcalino (Merk),
enxaguado exaustivamente com dgua da torneira e deixados em imersao na agua
destilada. O material passa por sete trocas de agua destilada para perfeita remocao do
detergente.

Toda vidraria e o material cirtrgico foram esterilizados por autoclavagem a 120 °C e
1 atm/40 min. Posteriormente eram mantidos em estufa seca a 120 °C até o momento
de serem utilizados. Os filtros com membranas de 0,2 pm foram autoclavados por 20

mina 120 °Ca1 atm.
~ Todas as solucdes salinas,enzimas e meios de cultura utilizados nas culturas foram
esterilizados por filtracdo atraves de filtros com membranas de 0,2 um. A esterilidade
de todas as solucdes foi testada por semeadura em caldo de carne para cultura
bacteriana pelo menos 24h antes de serem utilizados.

Os meios de cultura, as solugdes salinas e enzimaéticas foram preparadas com agua
obtida em um Milli-Q Plus ( Milipore), imediatamente antes de seu preparo.

II.1.2. Animais Experimentais

As células de Sertoli foram isoladas de testiculos de ratos Wistars de 16-18 dias de
idade, provenientes do Biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

I1.1.3. Solucdes Utilizadas

1) Solucéo Salina Tamponada de Hank ( HBSS )

Utilizada no preparo da colagenase, inibidor de tripsina e para lavagem das
células durante as culturas (TABELA I1.1.3.1)
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NaCl 136.86 mM

KCl1 5.36 mM
Nay,PO, 0.34 mM
KH,POy, 0.44 mM
Glicose 5.55 mM
pH=74

2) Solugéo Salina Fosfato Tamponada Sem Célcio e Magnésio ( CMF - PBS)

Utilizada no preparo da solucéo de tripsina e na lavagem das culturas antes das
incubagoes ( TABELA I1.1.3.2)

NaCl 136.90 mM
Kl 5.36 mM
NazHP O4 0.28 mM
KH,PO, 1.10 mM
NaySOy 0.70 mM
Glicose 6.10 mM
pH=74

3) Solucdo tampdo Krebs-Ringer bicarbonato / glicose 5mM (pH=7,4)

Utilizada para ressuspmndei~ a solugdo celular para posterior incubacéo.(TABELA
11.1.3.3)
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NaCl 118,0 mM
KCl 46 mM
KH,PO, 1,19mM
MgSO, 1,11mM
CaClz 2,5 mM
NaHCO3 25,0 mM
Glicose 5,0 mM
pH=7,4

I1.2. Métodos

11.2.1. Isolamento de Células de Sertoli

As células de Setoli foram isoladas de testiculos de ratos Wistar de 16 - 18 dias de
idade, de acordo com o método descrito por DORRINGTON & FRITZ (1975)
modificado
posteriormente por TUNG & FRITZ (1984), com o objetivo de obter-se culturas de
células de Sertoli com alto grau de pureza (FIGURA 11.2.1.1)

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

Os tratamentos enzimaticos foram acompanhados de agitacdo e, durante as
trocas de solugSes, de sucessivas aspira¢gdes com pipetas Pasteur para ajudar na
liberacao das células. A preparagao resultante foi lavada 2 vezes com HBSS e
centrifugada a baixa rotacao (10 min/40g) para remover as demais células
peritubulares. :

Ao término deste processo, as células de Sertoli foram ressuspendidas em um
volume conhecido de meio de cultura. Uma aliquota deste homogeneizado foi
retirada para contagem em hemocitometro pelo método da exclusdo, usando Azul
de Tripan, para determinar a quantidade de células viaveis Uma vez que, as
culturas de células de Sertoli utilizadas neste trabalho eram primarias, cada
experimento foi realizado com culturas de células provenientes de uma ou mais
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ninhadas de ratos Wistar entre 16 - 18 dias. Esta caracteristica pode explicar a
variabilidade encontrda nos resultados obtidos porém, nao interfere na
reprodutividade das diferencas experimentais detectadas.

11.2.2.Cultura de Células de Sertoli

Apbs o isolamento, as células de Sertoli de ratos Wistars entre 16-18 dias de
idade, foram semeadas na densidade de 3 x 10° células/cm? e cultivadas por 24h em
meio 199 suplementado com 1% de Soro Fetal Bovino (SFB). Apds este periodo, as
células foram lavadas com HBSS e cultivadas em meio 199 sem SFB mantidas a 34°C
em atmosfera normal (5% de CO,, 95% de ar).

As culturas foram observadas diariamente em microscépio invertido binocular
Nikon ( ELWD 0.3) com contraste de fase (FIGURA 11.2.2.1)

o,

FIGURA IL2.2.1: Células de Sertoli em cultura (seta). Aumento de 200X.
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célula germinativa

Tubulo seminifero

Tripsina 0,25% - DNAse 10ug/ml - 30 min / 34°C
Centrifugacdo 5 min / 750g
Inibidor de Tripsina 300 pg/ml

U
Centrifugacao 5 min/750g
Colagenase 1 mg/ml - Hialuronidase 1 mg/ml - 30 min/ 34°C
Centrifugagéo 10 min / 40g
Lavagem com HBSS / Centrifugacdo 10 min / 40g
Hialuronidase 1 mg/ml - 30 min/34°C
Duas lavagens com HBSS - Centrifugagdo 10 min/40 g

y

Semeadura em substrato plastico

FIGURA I1.2.1.1: Representacdo esquematica de isolamento e cultivo das células de
Sertoli sobre pléstico.
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11.2.3. Coleta das Células de Sertoli Cultivadas

Apos 24 h com meio 199/1% SFB, eram mantidas em meio 199 sem SFB por mais
48h, sendo o meio renovado e as células lavadas a cada 24h. Ao témino das incubagdes
as células foram coletadas por tratamento das culturas com Tripsina 0.1% / EDTA
0.05% em CMF-PBS durante 1 min. A reacdo foi interrompida por adi¢do de igual
‘volume de meio 199 5% SFB.

‘T1.2.4. Experimentos Realizados com Células de Sertoli cultivadas

As células tripsinizadas, como indicado, foram coletadas em um tubo conico
plastico, centrifugadas por 10 min/750g, ressuspendidas em solucdo tampao Krebs
‘Ringer bicarbonato (pH=7,4) com 5 mM de glicose. As células foram entdo contadas e
observadas em microscopio invertido binocular Nikon (ELWD 0.3) para comprovacéo
da integridade celular.Uma aliquota da suspensao celular foi utilizada de acordo com
LOWRY et al, 1951, para determinacao de proteina usando soro albumina bovina como

padrédo.

11.2.4.1 CondigGes de Incubacdo com Precursores Radioativos

- As células de Sertoli, aproximadamente 2,0 mg de proteina / 6 x 10¢ células, foram
incubadas em frascos de penicilina com as concentragdes de aminoécidos indicados em
cada figura. O conteddo dos frascos foi gaseificado com carbogénio ( 95% de oxigénio e
5% de diéxido de carbono ) por 1 min; ap6s os frascos eram fechados com tampas de
‘borracha contendo wells de vidro com pedagos de papel filtro dobrados em forma de
“V”, e entdo selados com parafilme. A temperatura de incubagédo foi de 34 °C, em
agitador metabolico Dubnoff ( 60 ciclos/min ), por 60 min, de acordo com o método de
DUNLORP e cols, 1974 (FIGURAI1.24.1.1).
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suspensio celular (2,0 mg de proteina) -
em KRB 5 mM de glicose (pH=74) + 0,2,
-20mMdeaafrio+02uCideaa -
marcado/1 h/34°C em banho }
metabélico Dubnoff 95% O,e5% CO,

Reacdo interrompida com TCA 50%

| Injetar 0,2 ml de hidréxido de hiamina 1 M (no well contendo o papel filtro

Banho metabélico Dubnoff/30 min/34°C

Suspensao celular:
(TCA50% )

lLavarcom TCA 10% -
centrifugar - desprezar
sobrenadante (3X) -

precipitado

Extracdo d—e lipidios ¢/ 1,(3;11 de

cloroférmio:metanol (21) +
centrifugacdo (3X)

FIGURA 11.2.4.1.1: Esquema representativo das condi¢tes de incubagéo,avaliacao da
oxidacado a CO,, determinagéo de lipidios e medida da incorporagéo a proteinas.
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11.2.4.1.1: Medida da oxidacdo dos aminoéacidos a CO,.

Apb6s o tempo de incubagdo, a reagdo foi interrompida pela adicdo, por meio de uma
seringa de insulina, de 0,2 ml de tricloroacético (TCA) 50% através de tampas de
borracha. Entdo 0,2 ml de hidréxido de hiamina 1M, foi injetado centralmente nos wells
de vidro contendo papel-filtro. Vedados com parafilme os frascos retornam ao banho
com agitagdo por mais 30 min a 34 °C para captagdo do CO,. Ao final deste tempo, os
frascos foram retirados. O contetido dos pogos de vidro (hidréxido de hiamina +papel-
filtro) foi transferido para vigis com auxilio de uma pinga. Cerca de 5,0 ml de liquido de
cintilagdo POP/POPOP/TOLUENO (4,0 g de POP, 50,0 mg de POPOP e 1000 ml de
tolueno) foram adicionados para contagem da radioatividade medida em contador de
cintilagdo liquida WALLAC 1409 (FIGURA 11.2.4.1.1).

I1.2.4.1.2: Determinacao dos lipidios a partir dos aminoécidos

O contetido de cada frasco foi cuidadosamente extravazada a tubos de centrifuga,
centrifugados (2000 rpm/10 min) e o pellet foi lavado com TCA 10% , sendo o
sobrenadante desprezado (procedimento realizado 3x). Para extracao dos lipidios o
precipitado foi ressuspendido com 1,0 ml de cloroférmio:metanol (2:1 v/v), deixado 10
min a temperatura ambiente para completa extracéo lipidica, centrifugados a 2000
rpm/10 min. Tal procedimento foi repetido por mais duas vezes. O sobrenadante de
cada tubo foi transferido para viais através de pipeta Pasteur. Ap6s total evaporagdo do
solvente foi adicionado aos viais 5,0 ml do liquido de cintilagédo
POP/POPOP/TOLUENO e a radioatividade expressando a incorporacdo de lipidios
foi medida em contador de cintilacdo liquida WALLAC 1409 (FIGURA 11.2.4.1.1).

11.2.4.1.3: Medida da incorporagdo dos aminoacidos a proteinas
O pellet proteico delipidado foi dissolvido em 0,2 ml de 4cido férmico concentrado,

recebendo 5,0 ml de liquido de cintilagdo Ultima Gold . O volume total foi transferido

para os vigis com o auxilio de uma pipeta Pasteur e a radioatividade medida em
contador de cintilacdo liquida WALLAC 1409 (FIGURA 11.2.5.1).

45



UFrGS
insi. Ciéneigs Basicas da Salge
Biblioteca

11.2.4.1.4: Anélise dos produtos lipossolaveis por cromatografia em camada
delgada(FIGURA 11.2.4.1.4.1)

As cromatografias foram feitas em placas cromatogréficas de silica gel (Merk)
previamente ativadas a 120°C durante 30 min.

Para separacéo dos lipidios neutros foi utilizada a seguinte mistura de solventes: n-
heptano : éter isopropilico : ac. Férmico (60:40:2;v/v/v). Nesta cromatografia foram
usados como padrdes: colesterol, acido graxo, diacilglicerol, trigliceridio e éster de

colesterol.
A saturacdo da cuba com o sistema solvente foi de 1h. Ap6s a corrida,a placa

cromatografica foi colocada em uma cuba previamente saturada com vapores de iodo
para que os lipidios padrdes pudessem ser revelados.

Posteriormente, foram submetidas a autoradiografias,colocando-as em contato com
um Hyperfilm - 3H (Amersham) durante 15 dias a - 70°C.

A incorporagdo do “C aos diferentes lipidios foi analisada considerando as zonas
radioativas identificadas a partir da autoradiografia.

11.2.4.1.4.1:Hidrélise alcalina dos compostos lipossoliveis

Parte dos compostos lipossoliveis foram submetidos a hidrélise alcalina na
presenca de hidréxido de sédio 0,5M em etanol 90%, a 25°C durante 15 min (WHITE &
WAECHTER,1975).

O material hidrolisado foi resfriado, neutralisado com acido acético glacial,
evaporado e ressuspendido em cloroférmio : metanol (2:1;v/v). Posteriormente foi
aplicado em cromatografia de camada delgada em silica gel utilizando o sistema
solvente para lipidios neutros.
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FIGURA 11.2.4.1.4.1: Esquema representativo da metodologia utilizada para analise
dos produtos lipossoliveis.
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111.2.4.1.4.2: Hidrdlise acida dos compostos lipossoltiveis

Parte dos compostos soliiveis em C:M (2:1;v/v) foram submetidos a hidrolise acida
suave na presenca de HCI 0,1N em propanol 50%,a 50°C durante 30 minutos (SPEAKE

& WHITE,1978).

O material hidrolisado foi evaporado e ressuspendido em cloroférmio:metanol:dgua
(3:2:1,v/v/v). Apbs centrifugacdo, separou-se a fracdo superior, lavou-se a fracdo
inferior com coroférmio:metanol:agua (3:48:47;v/v/v) e novamente centrifuga-se. As
fracdes aquosas foram reunidas e quantificadas (FIGURA 111.2.4.1.4.1).
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III. RESULTADOS

ITL1. Relagdo entre o nimero de células de Sertoli incubadas e a oxidagdo da
L-[U-14C] leucina a CO,, sua transformacéo a lipidios e incorporagdo a proteinas.

Para iniciar nosso estudo elegemos o aminoéacido leucina por ser o mais analisado
em metabolismo de células de Sertoli em estudos ja publicados.

Ap6s a cultura destas células por 4 dias realizamos a determinagdo de proteina de
acordo com LOWRY et al, 1951 e relacionamos com o nimero total de células obtidas.
Recorremos a aliquotas da suspensdo celular de acordo com concentragdo protéica
crescente de 1,3 mg, 2,7 mg e 5,4 mg. Realizamos o experimento com leucina na
concentracao de 0,2 mM e analisamos a velocidade das reagdes de oxidacédo a COs,
transformacao a lipidios e incorporagéo a proteinas a partir de L-[U-14C] leucina em
células de Sertoli (FIGURA II1.1.1)

Nossos resultados mostraram relacao linear entre o nimero de células incubadas e a
concentracdo de proteina, o que pode ser observado na TABELA III.1.1. Optamos em
trabalhar com uma suspensao celular de 2,0 mg de proteina.

| 13210 colula

TABELA IIL.1.1: Correspondéncia entre o niimero de células de Sertoli e mg de
proteina na suspensao.
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FIGURA IIL.1.1: RELACAO ENTRE O NUMERO DE CELULAS DE SERTOLI
INCUBADAS E A OXIDAGAO DE L-[U-4C] LEUCINA A CO,, SUA
TRANSFORMAGCAO A LIPIDIOS E INCORPORAGAO A PROTEINAS. A anélise foi
desenvolvida conforme descrito em materiais e métodos, variando o nimero de células
na suspensdo celular determinada pela quantidade de proteinas. Cada dado representa
a média de um experimento duplicado. Cada experimento foi realizado pelo menos
duas vezes, cpm.10® representa a medida da radioatividade de L-[U-C'] leucina

incorporada.
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II1.2. Metabolismo da L-[U-4C] leucina a CO,, lipidios e proteinas em células de Sertoli
in vitro em funcéo do tempo de incubacéo.

No quarto dia de cultura as células eram tripsinizadas, como indicado, e a
suspensao celular era preparada observando a viabilidade celular. Uma aliquota era
separada para dosagem de proteina (LOWRY et al,1951). A suspensao celular era
separada em aliquotas de 2,0mg de protefna ja que esta concentragao foi escolhida
para os experimentos seguintes.

Realizamos uma curva de tempo de incubagao de 30, 60, 90 e 120 min. Verificamos
a incorporacdo da L-[U-4C] leucina a proteinas, e sua oxidacdoa CO; e a
transformacdo a lipidios a partir dos acetil CoA provenientes da L-[UC] leucina em
células de Sertoli (FIGURA II1.2.1).

Os resultados mostraram que variando o tempo de incubagdo, a velocidade das
reacdes permaneceram constante até o tempo de 2 h de incubacéo.

Optamos trabalhar com o tempo de 60 min por nos fornecer uma adequada
metabolizacdo da leucina e seguranga quanto a constancia da velocidade das reagdes

da metabolizacao da mesma.
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FIGURA IIL2.1: METABOLISMO DA L-[U-4C] LEUCINA A CO,,LIPIDIOS E
PROTEINAS EM CELULAS DE SETOLI IN VITRO EM FUNCAO DO TEMPO DE
INCUBACAO. A analise foi desenvolvida conforme materiais e métodos, variando-se
o tempo de incubagéo na presenca de 0,2 mM de L-leucina. Cada dado representa a
média de um experimento duplicado. Cada experimento foi realizado pelo menos duas
vezes, cpm.10° representa a medida da radioatividade de L-[U-4C]leucina

incorporada.
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ITL.3. Metabolismo da leucina em células de Sertoli in vitro em fungédo da concentragdo
de leucina.

Trabalhamos com o aminoacido leucina nas concentracoes de 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 mM.
Observou-se que a incorporagao deste substrato varia linearmente até a concentracéo
de 1,0 mM, nos trés parametros estudados.

Como pode ser observado na FIGURA II1.3.1, a oxidagao da leucina a CO; e a sua
incorporacao a proteinas foram superiores a sua transformacao a lipidios a partir de
seus acetil CoA.

II1.4. Metabolismo da glicina em células de Sertoli in vitro em fungdo da concentracdo
de glicina.

Com excecdo da glicina, que ndo possue C assimétrico, todos os demais
aminoacidos analisados sao L-aminoécidos.

Inicialmente trabalhamos com o aminoacido glicina nas concentrag¢des de 0,2; 0,5;
1,0 e 2,0 mM (resultados ndo monstrados). Como nossos resultados mostraram uma
nao saturacdo nos pardmetros estudados resolvemos aumentar a curva de
concentracdo para 5,0 mM. Mesmo assim, ndo houve satura¢do nas velocidades das
reagOes de oxidacao a CO,, transformacdo a lipidios e incorporacdo a proteinas a
partir de [1-1#C] glicina.

Analisando os trés pardmetros em células de Sertoli in vitro percebe-se que a
incorporagdo deste aminoéacido é inferior daquela encontrada com leucina. Como pode
ser observado na FIGURA 111.4.1 a incorporacéo da glicina a proteinas é maior do que 4
vezes a sua oxidacdo a CO,, bem como sua conversao a lipidios.
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FIGURA 111.3.1: METABOLISMO DA LEUCINA POR CELULAS DE SERTOLI IN
VITRO EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE LEUCINA. Incubou-se
concentragdes crescentes de L-leucina em uma suspensao de células de Setoli como
descrito em materiais e métodos. Cada dado representa a média de um experimento
realizado duplicado.Cada experimento foi realizado pelo menos duas vezes. pmol. h-1.
mg proteina representa a quantidade de L-[U-C] leucina oxidada a CO,,
transformada em lipidios e incorporada em proteinas .
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FIGURA I1L.4.1: METABOLISMO DA GLICINA POR CELULAS DE SERTOLI IN
VITRO EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE GLICINA. Incubou-se concentracdes
crescentes de glicina em uma suspensao de células de Setoli como descrito em
materiais e métodos.Cada dado representa a média de um experimento duplicado.
Cada experimento foi realizado pelo menos duas vezes. pmol.h.mg proteina-
representa a quantidade de [1-14C] glicina oxidada a CO,, transformada em lipidios e
incorporada em proteinas.
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II1.5. Metabolismo da alanina e valina em células de Sertoli in vitro em funcéo da
concentracdo de alanina e valina respectivamente.

De maneira semelhante ao ja analisado com leucina e glicina expandimos o nosso
estudo testando mais dois aminoécidos catabolizados em vias metabdlicas distintas.
Utilizamos as concentracdes de 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 mM e observamos a oxidacao a CO,,
transformacao em lipidios e incorporacdo a proteinas a partir de L-[U-%C] alanina e L-
[U-14C] valina respectivamente.

A velocidade maxima na metabolizacdo da alanina a CO,, a lipidios e sua
incorporacdo a proteinas foi obtida com a concentracao de 1,0 mM de alanina. Houve
grande transformacao em lipidios. Com relacdo a oxidacédo a CO; e incorporagéo a
proteinas os valores foram semelhantes (FIGURA I11.5.1).

Como pode ser observado na FIGURA 111.5.2, a oxidagédo da L-valina a CO, foi
superior a sua incorporacdo a proteinas, e esta superior a sua transformacéo em
lipidios a partir da mesma.A velocidade méxima da oxidac¢do da L-valina a CO,, bem
como de sua incorporagdo a proteinas foi obtida com a concentragéo de 1,0 mM de L-
valina.A concentracao de 2,0 mM de L-valina ndo saturou o sistema enzimatico
responsavel pela transformagao a lipidios a partir deste aminoacido.
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FIGURA II1.5.1: METABOLISMO DA ALANINA EM CELULAS DE SERTOLI IN
VITRO EM FUNGCAO DA CONCENTRACAO DE ALANINA. Incubou-se
concentragdes crescentes de alanina em uma suspenséo de células de Sertoli como
descrito em materiais e métodos. Cada dado representa a média de um experimento
realizado duplicado. Cada experimento foi realizado pelo menos duas vezes.
pmolhl.mg proteina- representa a quantidade de L-[U-14C] alanina oxidada a CO,,
transformada em lipidios e incorporada a proteinas.
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FIGURA II1.5.2: METABOLISMO DA VALINA EM CELULAS DE SETOLI IN VITRO
EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE VALIN AM Incubou-se concentracdes
crescentes de valina em uma suspensdo celular de células de Sertoli com descrito em
materiais e métodos.Cada dado representa a média de um experimento duplicado.
Cada experimento foi realizado pelo menos duas vezes. pmol.h".mg proteina-
representa a quantidade de L-[U-14C] valina oxidada a CO,, transformada em lipidios e
incorporada a proteinas.
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IIL6. Anélise comparativa do metabolismo dos diferentes aminoacidos estudados.

Para melhor comparar os diferentes resultados obtidos com os quatros aminoéacidos
escolheu-se a concentracdo de 1mM de substrato. Os dados estdo visualizados na
TABELA III.6.1.

Verifica-se que alanina é aproveitada em grande parte para sintese lipidica
enquanto que os aminoacidos de cadeia ramificada, leucina e valina, foram
principalmente utilizados para oxidacdo a CO». A glicina foi menos utilizada pelas
células de Sertoli e 76% do seu aproveitamento esta na incorporacéo a proteinas. Dos
aa ensaiados, as células de Setoli in vitro metabolizam principalmente leucina.

19,7

3,9

11,3

11,0

TABELA I11.6.1: Quadro comparativo dos resultados obtidos com os diferentes
aminoacidos na concentragdo de ImM de substrato. Os niimeros em preto
correspondem aos pmoles do aminodcido em cada pardmetro utilizado. Nos

7

parénteses estdo as percentagens do total metabolizado.
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IIL7. Andlise dos produtos lipossoliiveis.

I11.7.1. Identificagdo dos lipidios neutros por cromatografia em camada delgada

Apos procedimento detalhado em materiais e métodos, a fracdo lipidica foi
submetida a cromatografia em camada delgada para identificacao dos diferentes
lipidios considerando-se as zonas radioativas.

Observa-se uma transformacao da: L-[U-C] leucina, L- [U-14C] valina e L-[U-14C]
alanina a fosfolipidios, acidos graxos, trigliceridios e ésteres de colesterol e, da [1- 14C]
glicina a fosfolipidios (FIGURA I11.7.1.1).

Apos hidrolise alcalina suave de uma fracdo dos compostos lipossoliveis, como ja
esta descrito, procedeu-se novamente a analise por cromatografia. Pode se observar
uma transformacao da L-[**C] alanina e L-['*C] leucina a fosfolipidios e a acidos
graxos e, da L-[*C] valina e [1-1*C] glicina a fosfolipidios (resultados ndo mostrados).
Nas condic¢des usadas as ligagdes ésteres sao hidrolisadas pelo alcali nas unites
mostradas pela seta na estrutura abaixo, liberando os acidos graxos.

C - O AG
C - O AG
CcC -PX
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FIGURA IIL7.1: Identificacao dos produtos lipossoliveis por cromatografia em
camada delgada. Utilizou-se o sistema solvente para lipidios neutros como descrito em
materiais e métodos. Al=alanina, Leu=leucina, Gli=glicina, Val=valina,
Flp=fosfolipidios, Diac=diacilglicerol, Ac. Gr=é4cido graxo, Trigl=trigliceridios, Est.
Col=ésteres de colesterol.
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I11.7.2. Hidrdlise acida suave.

Parte da fracéo lipidica sofreu uma hidrélise 4cida suave, ja descrito em materiais e
métodos, em condi¢des que promovem a quebra da unido P liberando o
oligossacarideo, como mostrado pela seta na estrutura abaixo. O material hidrolisado

foi evaporado e a fracdo aquosa quantificada (TABELA II1.7.2.1)

C - O AG
C - O AG
e

C - P-X

cpm cpm

TABELA II1.7.2.1: Radioatividade da fragdo aquosa da porcao lipidica ap6s hidrélise
acida suave. Os resultados estdo apresentados em cpm representando a medida da
radioatividade incorporada.
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IV. DISCUSSAO

A célula de Sertoli possue destacada importancia em relagdo ao processo
~spermatogénico. Possue ligacao direta com as células germinativas e o seu papel tem
~ido elucidado com intmeros trabalhos. Sabe-se que sustentam as células germinativas
~» que sao alvo de hormonios, porém séo as células germinativas que necessitam da
¢do dos mesmos (FRITZ,1978). Pesquisas direcionam-se ao estudo da fungdo destas
-élulas em gerar intermediarios do metabolismo e a utilizacdo destes por
spermatocitos e espermatides. GROOTEGOED et al, 1984, observaram que estes dois
“ipos celulares citados requerem uma alta concentracao de lactato exégeno para
Orodugdo de ATP. No entanto, séo as células de Sertoli que produzem lactato a uma
‘axa consideravel (JUTTE et al,1981; ROBINSON & FRITZ,1981). Analises validaram
1s células de Sertoli como sendo alvos para a agdo de hormonio da tiredide a nivel
‘esticular e confirmaram o papel fundamental deste hormonio na regulacdo do
rescimento e diferenciagdo das células germinativas (PALMERO et al,1996).

Nosso trabalho procurou esclarecer as rotas metabolicas de diferentes tipos de
aminoécidos em células de Sertoli in vitro. Os aminoacidos além de sua incorporagéo a
proteinas, podem ser usados como combustiveis metabolicos. A degradacédo destes
.ornece intermediarios metabdlicos para serem convertidos em glicose ou serem

oxidado pelo ciclo de Krebs.

Iniciamos com o aminoacido leucina, pois haviam referéncias bibliograficas de
pesquisas em células de Sertoli demonstrando a existéncia de enzimas especificas
envolvidas no catabolismo deste aminoédcido (GROOTEGOED et al, 1985).

A leucina, como ja foi mencionado anteriormente, é um aminoécido essencial de
cadeia ramificada. E dita cetogénica no seu catabolismo, formando acetil CoA e
acetoacetato.

Analisando seu catabolismo (FIGURA IV.1.1 e FIGURA 1.2.2.5), primeiramente é
transaminada ao seu correspondente a-ceto acido: a-cetoisocaproato. Este é degradado
por reagdes semelhantes com as que ocorrem no ciclo de Krebs e oxida¢do de acidos
graxos, é oxidativamente descarboxilada a isovaleril CoA por um complexo a-ceto
desidrogenase de cadeia ramificada.

O final da degradagéo completa da leucina produz acetoacetato e acetil CoA que
servem como substrato energético e lipogénico. PATEL & OWEN (1978) mostraram



que a incorporacédo de leucina a proteinas foi maior do que sua oxidagdo a CO,, em
~érebros de ratos no periodo de aleitamento, e que a glicose 5SmM estimulou estas
incorporacdes. PERRY (1988) investigou a influéncia de vérios nutrientes energéticos
<obre a incorporacao de L-[1-14C] leucina a proteinas de cortex cerebral de ratos com 10
dias de idade. Seus resultados mostraram ser a glicose o principal estimulador da
‘ncorporagéo do aa a proteinas.

Sabe-se que as células de Sertoli e ndo as células germinativas contém uma alta
~tividade da enzima aminotransferase para aminodacidos de cadeia ramificada
‘GROOTEGOED et al,1983). As células de Sertoli convertem leucina via transaminacéo
'm 4-metil-2-oxovalerato, e espermatécitos e espermatides reduzem o 4-metil-2-
xovalerato a 2-hidroxi-4-metilvalerato que é entao liberado pelas células
spermatogeénicas, revelando um caminho intercelular da leucina no epitélio
spermatogénico de rato (GROOTEGOED et al, 1985).

Outro estudo analisa o metabolismo de substratos energéticos em células de Sertoli.
“m meio contendo glicose e todos os aminoacidos, “C - glutamina e *C- leucina foram
onvertidas a CO, em taxas consideraveis. Tal oxidagao juntamente com a glicose e os

icidos graxos poderiam prover muito da energia requerida pela célula de Sertoli
GROOTEGOED et al,1986).

Nossos resultados mostram que a utilizacdo da leucina foi menor para sintese
_ipidica em células de Sertoli de ratos imaturos, em relagdo a incorporagéo a proteinas
2 a sua oxidag@o a CO;, que foram bastante similares. Observa-se uma satura¢io na
~oncentragado de 1,0 mM de L-leucina (FIGURA IIL.3.1).

Ao estudarmos a fragdo lipossolavel, obtida nas incubac¢des com leucina marcada,
Jbserva-se uma transformagao a fosfolipidios,diacilglicerol, acidos graxos, ésteres de
colesterol e trigliceridios (FIGURA II1.7.1). Promovendo uma hidrélise alcalina suave
confirma-se que a radioatividade incorporada nestes lipidios estd nos acidos graxos.
~Nao foi encontrada radioatividade que correspondesse ao colesterol livre. Na reacéo de
aidroélise dcida suave somente 5% do C marcado permaneceu na fragdo aquosa
confirmando a formagado de acidos graxos a partir do acetil CoA proveniente do
catabolismo da leucina (TABELA I11.6.1).
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Pouco se sabe sobre o metabolismo especifico da valina em células de Sertoli.

Este aminoécido é dito gliconeogénico e possue uma cadeia ramificada a qual inicia
~eu catabolismo de maneira semelhante ao da leucina. Junto com a isoleucina e a ’
netionina formam succinil CoA.

As trés primeiras reagdes do seu catabolismo sdo semelhantes as dos outros dois
minoéacidos de cadeia ramificada. Ocorre uma reacao de transaminagdo gerando,

través de uma o-aminoécido aminotransferase, um o-ceto acido correspondente, no
aso o acido o-cetoisovalerato. Este sofre uma descarboxilacdo oxidativa gerandp
‘sobutiril CoA que é desidrogenado resultando no metacrilil CoA. As reagdes
ubsequentes, como ja foi visto na introdugéo culminam no metilmalonato
semialdeido cujos destinos incluem transaminacao formando o-aminoisobutirato e

.onversao a succinil CoA (FIGURA II1.5.2 e FIGURA 1.2.2.4a e 4b).

Em nossos trabalhos utilizamos L-[U-C'4] valina para analisarmos o catabolismo
leste aminoéacido.

Semelhante ao observado com leucina houve pouca incorporagéo a lipidios se
comparada com a oxidacdo a CO; e sintese protéica. Sugere-se que o succinil CoA
.ormado é utilizado para produgao de energia em células de Sertoli estudadas
conforme nosso modelo experimental (FIGURA II1.5.1).

Ao estudarmos a fragdo lipossoltavel observa-se uma transformacdo maior a
sosfolipidios seguido de acidos graxos e trigliceridios.Apds hidrdlise alcalina suave
apareceu ligeira radioatividade na zona de dcidos graxos e, uma radioatividade
evidente em fosfolipidios. A reagdo de hidrélise 4cida suave revelou uma distribuicao
semelhante entre a fracdo aquosa e lipidica sugerindo propor¢des semelhantes de
compostos polares e apolares.

A valina apresenta um padrédo de metaboliza¢do semelhante ao da leucina em
células de Sertoli in vitro. Estes aminoécidos sao preferencialmente utilizados para a
producao de energia e sintese protéica. No citoplasma existe uma enzima acetoacetil
CoA sintase ( tiolase citoplasmatica) que transforma o acetoacetato em acetoacetil CoA.
A tiolase citoplasmatica transforma o acetoacetil CoA em acetil CoA. Esta enzima, ja
evidenciada no SNC, pode também estar presente nas células de Sertoli. Isto justificaria
uma maior sintese lipidica a partir da leucina em relacéo a valina (FIGURA IV.1.1). O
acetoacetato poderia também ser exportado para as células germinativas sendo, em
experimentos com cultura de células de Setoli, detectado no meio de cultura.
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FIGURA 1V.1: Esquema demonstrando os produtos finais do metabolismo da leucina
e valina.
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A glicina, como ja foi visto, € um aminoacido ndo essencial e o mais simples sob o
»onto de vista estrutural.

Sabe-se que a glicina é metabolisada por varias rotas. Seu catabolismo pode gerar
~erina (reacdo reversivel) e posteriormente piruvato e/ou transferir um atomo de C
‘carbono 2} ao tetrahidrofolato formando CO, e NH, (Sistema de Clivagem da Glicina).
Também é oxidada pela D-aminoécido oxidase cujo produto, glioxalato pode ser
-onvertido novamente a glicina por transaminagdo, oxidado a oxalato ou oxidado a
~0, e H,O (FIGURA 111.4.1 e FIGURA 1.2.2.2). A glicina tem seu esqueleto carbonico
‘ncorporado em purinas, glutatido (DEN BOER et al, 1989), creatina, §-
minolevulinato, o precursor da porfirina e do heme.

Varios estudos tém evidenciado a utilizacdo da glicina em cérebro de rato onde esta
‘ntimamente relacionada com o metabolismo intermediario, além de ser um precursor
le proteinas. No SNC pode ser facilmente sintetizada a partir da serina, através da
‘emocdo de um atomo de carbono pela serina hidroximetil transferase (DALY et
1,1976). Provavelmente é o aminoacido mais utilizado pelo SNC como fonte de

nergia.

Em nossos experimentos utilizamos [1-14C] glicina.

Os resultados demonstram que a glicina foi mais utilizada para formacao de
proteinas seguida pela transformacéo a lipidios e pouco na oxidacdo a CO,. Utilizando
~élulas de Sertoli in vitro de ratos imaturos observou-se menor incorporagdo se
<omparada com a leucina. A curva de concentracdo de glicina nao apresentou
saturagdo até uma concentracdo de 5,0 mM (FIGURA I11.4.1 ). Trabalho referente ao
<onsumo da glicina por células cerebrais de ratos em cultura verificaram que 2,0 mM
Jeste aminoécido satura a rota de oxidagdo do mesmo a CO; (BIXEL & cols, 1993).
AWART & cols, 1992, mostra que no figado a rota de oxidacao da glicina satura em
corno de 30 mM. PERRY (comunicagdo pessoal) trabalhou com 10 mM de glicina no
dgado e ndo ocorreu saturagdo em relacdo a oxidagao a CO2. Porém, ocorreu saturagdo
quanto a incorporacao a proteinas e sua transformacao a lipidios. A saturacdo em
diferentes tecidos é diferente devido a diferencas entre as isoenzimas, ou, devido a
sistemas degradativos diferentes.

Analisando a fragao lipossolavel encontrou-se incorporagéo a fosfolipidios o que
vode ser visualizado na autoradiografia da cromatografia em camada delgada.
Provocando reagdo de hidrolise alcalina suave nao percebe-se a presenca de dcidos
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graxos. Com a hidrélise dcida suave demonstrou-se que 55% da radioatividade passou
a fragdo aquosa provavelmente sendo fosfoserina ou fosfoetanolamina.

Sugere-se que a célula de Sertoli de ratos imaturos utiliza glicina principalmente
wara sintese protéica e também para a formacao de serina que é utilizada para sintese

de fosfolipidios.

Decidimos finalizar nossos estudos analizando o metabolismo da alanina em
~élulas de Sertoli in vitro.

E o principal aminoacido glicogénico e, estando relacionada com o metabolismo da
slicose esta sujeita a variagdes decorrentes de modificacdes do suprimento energético e
1e condic¢des nutricionais.

Sabe-se que este aminoécido é dito glicogénico e pode ser utilizada na via lipogénica
10 ser transaminada a piruvato que é convertido a acetil CoA. O piruvato também
pode entrar no ciclo de Krebs para produgéo de CO; e HO (FIGURA II1.5.1 e FIGURA
n.2.2.3)

Analisamos a oxidagdo da L-[U-1C] alanina a CO,, sua transformacao em lipidios e
sua incorporagdo a proteinas em nosso modelo experimental. Verificamos uma grande
transformacao a lipidios parecendo ser esta a via preferencial de metabolizagéo deste
aminoacido em células de Sertoli in vitro (FIGURA V.2 ). GOVINATZKI e cols, 1996
mostrou que no hipocampo a principal rota de utilizacao da alanina foi sua oxidagdo a
CO;,. No caso das células de Sertoli foi sua conversao a lipidios.

Ap6s identificacdo dos componentes da fragao lipossoltvel, visualizou-se
tosfolipidios, 4cidos graxos, ésteres de colesterol e trigliceridios. Apds hidrdlise
alcalina suave evidenciou-se a presenca de fosfolipidios e de acidos graxos. Apés
hidrolise 4cida suave constatou-se que a radioatividade nos compostos polares e
apolares esta distribuida igualmente.

Em células de Sertoli in vitro a alanina nao parece evidenciar sua caracteristica
gliconeogénica.
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FIGURA 1V.2: Esquema da interelagdo metaboélica entre glicina e alanina.
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Os tecidos utililizam diferentemente os aminoacidos e no mesmo tecido, as
diferentes células que o compse, também os utilizam de maneira diferente. No SNC
temos os astrécitos que possuem o Sistema de Clivagem da Glicina (SATO & cols,
1991). O figado, por exemplo, ndo possue praticamente as transaminases dos
aminodcidos ramificados, por isso ndo pode metaboliza-los. Porém possue em alta
quantidade a descarboxilase dos cetodcidos dos aminoacidos ramificados podendo
atilizados eficientemente quando fornecidos pelo musculo.

Nossas pesquisas procuraram esclarecer algumas duvidas a respeito da utilizacéo
dos aminoécidos pelas células de Sertoli. Além de serem fontes de energia o que pode
ser elucidado com a oxidacédo de leucina e valina, estes podem ser formadores de
lipidios, observado com a boa incorporacao de L-[1*C] alanina em nossos |
experimentos. Os lipidios sdo importantes sob o ponto de vista estrutural, como
componentes de membranas celulares e como biomensageiros. Véarios estudos
demonstram o catabolismo de aminoacidos a substratos que sdo utilizados para sintese
lipidica. PATEL & OWEN, 1978 verificaram que a completa oxidacao da leucina
levaria a intermediério marcados que poderiam ser utilizados na biossintese de
lipidios em cérebros de ratos em desenvolvimento e na fase adulta. | |

A sintese protéica a partir dos aminoacidos é semelhante nos tecidos, pois sédo
analisados o conjunto de suas proteinas e neste os aminodcidos estdo na mesma
proporgao. Porém a incorporacio destes aminoacidos a proteinas também é de muita
relevancia. Sabe-se que a maturacao funcional da célula de Sertoli é caracterizada por
um aumento na sintese protéica ( SANBORN & cols,1986). Estudos como o que
realizamos sdo importantes ferramentas para a identificacdo do pool de aminoacidos
que servem como precursores de proteinas. As células de Sertoli sofrem agdo de varios
hormonios. O FSH tem sido citado como estimulador da sintese protéica neste tipo
celular (PERRARD et al, 1985; DAVIES et al, 1980; ROMMERTS et al, 1978). PALMERO
& cols, 1996 estudaram o metabolismo protéico sob influéncia do horménio da tiredide
em células de Sertoli. Evidenciaram que o T3 pode aumentar a sintese protéica
implicando um envolvimento direto na diferenciagdo das células de Sertoli. Todos os
aminoacidos por nés estudados tiveram uma boa incorporacdo a proteinas. Destaque
para glicina que apezar de sua pouca utilizagdo teve uma destacada incorporacéo a
proteinas. ‘
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V. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos pode-se concluir que em células de Sertoli in vitro:

i- Os aminoacidos ramificados, leucina e valina, sdo utilizados em maior
porcentagem para a produgdo de COs..

2- A alanina é preferencialmente utilizada para a sintese de lipidios.

3- A glicina é pouco utilizada pelas células de Sertoli para obten¢do de energia e é um
bom precursor de serina que é incorporada como tal a fosfolipidios.

4- Os quatro aminoacidos utilizados em nosso trabalho séo utilizados em quantidades
semelhantes para a sintese protéica.

“5- A hidrolise 4cida suave mostrou que praticamente toda leucina esta na fracéo
“lipossolavel, provavelmente como 4cido graxo e, que a alanina, glicina e valina foram
“incorporadas parte na porgao lipoprotéica da molécula de fosfolipidio e parte na fracéo

“hidrossolavel.
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