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RESUMO

O sistema genital masculino é controlado por hormonios esteroides sexuais, entre eles
androgenos e estrogenos. Seus efeitos bioldgicos sdo mediados por receptores de androgenos
(AR) ¢ estrogenos (ERa ¢ ERB), membros da superfamilia dos receptores nucleares. Esses
receptores alternam entre os estados de ativagdo e represséo da transcricdo, dependendo da
presenca ou auséncia de hormdnio, respectivamente. Suas atividades transcricionais ocorrem
em associagdo com proteinas correguladoras, que podem ser coativadoras ou correpressoras
da transcricdo. Dentre esses cofatores, estdo os membros da familia de coativadores dos
receptores esteroides SRC1, bem como o correpressor de receptores nucleares NCoR e 0s
repressores de atividade de receptores de estrdgenos REA. Acredita-se que diferencas tecido-
especificas na composicdo de cofatores sejam responsaveis pelas diferentes respostas dos
receptores esteroides a ligantes. Dessa forma, o objetivo da presente proposta foi de mapear e
comparar a distribuicdo celular de SRC1, NCoR e REA, durante o desenvolvimento p6s-natal
até a senilidade, em o6rgdos chave do sistema genital masculino de ratos, que possuem
expressdo diferencial e/ou coexpressio de AR, ERo ¢ ERP. Usando ensaios de
imunohistoquimica e imunofluoresncéncia, encontramos que nos testiculos, as celulas de
Sertoli foram positivas para NCoR e REA e, com variacdo estadio dependente, para SRC1.
Nas células germinativas houve expressdo diferencial dos cofatores, com varia¢do estadio
especifica. A distribuigdo celular e subcelular para REA e ERP foi similar em
espermatog6nias indiferenciadas, paquitenos tardios (VII a XII), dipl6tenos e espermatides
arredondadas. Os dados obtidos fornecem evidéncias de que REA e NCoR podem regular
negativamente a proliferacéo e diferenciagcdo espermatogonial, bem como as fases finais da
meiose | e fases iniciais da espermiogénese, enquanto coativacdo por SRC1 pode modular
mitose de espermatogobnias indiferenciadas e eventos da profase I, exceto 0s que envolvem
paquitenos nas fases VII-VII, os quais ndo expressam a proteina. Durante o desenvolvimento
pos-natal e envelhecimento dos testiculos, a expressdo de REA ndo variou e foi semelhante a
expressdo de ERP. Nos ductulos eferentes e prostata ventral, SRC1 e NCoR foram expressos
no epitélio a partir do periodo pos-natal, e de forma intermitente no mesénquima e células
musculares lisas e conjuntivas dele diferenciadas. As proteinas exploradas nesse estudo sdo
cofatores de numerosos fatores transcricionais, de forma que sua expressao diferencial em
células testiculares, dos ductulos eferentes e prostaticas indicam que eles possam
desempenhar funcdes especificas nesses orgaos alvo, modulando funcao transcricional tanto
por AR, ERa e ERB. Em conjunto com a literatura, nossos dados fornecem evidéncia de
distribuicdo diferencial desses cofatores, que ndo se limitam a células responsivas a
androgenos, mas houve destaque para a maior coincidéncia com expressio de ERp,
reforgando assim uma fundamental participacdo dos estrogenos na reprodugdo masculina.

Palavras-chave: Receptores de estrogenos. Receptores de androgenos. SRC1. NCoR. REA.

Testiculos. Ductulos eferentes. Préstata.



ABSTRACT

The male genital system is controlled by sex steroid hormones, among them androgens and
estrogens. Their biological effects are mediated by the androgen (AR) and estrogen (ERa and
ERp) receptors, members of the nuclear receptor superfamily. These receptors alternate
between states of activation and repression of transcription, depending on the presence or
absence of hormone, respectively. Their transcriptional activities occur in association with
corregulators proteins, which can be coactivators or correpressors the transcription process.
These cofactors are members of the steroid receptor cofactor family (SRC), the nuclear
receptor corepressor (NCoR) and repressor of estrogen receptor activity (REA) or prohibitin
2. The tissue-specific differences in the composition of cofactors are possibly responsible for
the different responses of steroid receptors to ligands. Thus, the objective of this work was to
evaluate and compare the cellular distribution of these cofactors in organs of the male genital
system of rats, which have differential expression and/or coexpression of estrogen receptors
ERa and ERB. Using immunohistochemistry and immunofluorescence assays, we found that
in the testes, Sertoli cells were positive for NCoR and REA and presented stage—dependent
positivity for SRC1. Germ cells were positive for all cofactors, with stage- specific variation.
During postnatal development and aging of the testes, REA’s subcellular localization was
similar to ERB’s and did not change with aging. In the efferent ductules, SRC1 and NCoR
were expressed in ciliated and non-ciliated epithelium cells in all regions of this segment, as
well as in smooth muscle cells and the surrounding connective tissue. In the prostate, SRC1
and NCoR were similarly expressed in epithelial and mesenchymal cells, being present in
epithelial and stromal cells after cytodifferentiation. In summary, the differential expression
of these cofactors in testicular cells, efferent ductules and prostate indicates that they can
perform specific functions in these target organs, modulating transcriptional function by AR,
ERao and/or ERB. Our data provide evidence of differential distribution of these cofactors,
which are not limited to androgen responsive cells, but there was a greater coincidence with
ERP expression, thus reinforcing a fundamental participation of estrogens in male

reproduction.

Keywords: Estrogen receptors. Cofactors. SRC. NCoR. REA. Testis. Efferent ductules.

Prostate.
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1 - INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA
1.1 - SISTEMA GENITAL MASCULINO

O sistema genital masculino de mamiferos é composto pelas gbnadas, 0s
testiculos, pelas vias genitais intra e extratesticulares - rede testicular, ductulos eferentes,
epididimo, ductos deferentes e uretra, pelas glandulas sexuais acessorias - prostata,
glandula vesicular e glandula bulbouretral, e pelo érgdo copulador, o pénis (Figura 1)
(Russell et al, 1990; Lee et al, 2009; Konoblaugh e True, 2012). Em seu conjunto, esses
6rgdos sao responsaveis pela producdo, transporte, estocagem, nutricdo, protecdo dos
gametas masculinos, os espermatozoides e conducdo do sémen para o exterior (Setchell e
Breed, 2006). Por serem o0s principais alvos de nossos estudos, os testiculos, os ductulos

eferentes e a prostata serdo objeto de uma descri¢cdo mais detalhada.

Vesicula

semmal\

Prostata
anterior

Ductulo

Epididimo deferente

Prostata /
ventral v

Testiculo Uretra—7
Glandula

bulbouretral\

Pénis e

Figura 1 - Anatomia do sistema genital masculino de roedores.
Adaptado de Knoblaugh and True, 2012.
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1.1.1 -Testiculos
1.1.1.1 - Morfologia e Funcéo

Os testiculos de mamiferos sdo 6rgédos pares localizados no escroto, fora da cavidade
abdominal, responsaveis pela producdo dos espermatozoides e de hormonios que
coordenam a reproducdo masculina, especialmente androgenos (Sharpe, 1983; Russell et al,
1990; Russell e Franca, 1995; Kerr et al, 2006; Weinbauer et al, 2010; Schlatta e Enmcke,
2014). Possuem formato oval e sdo envoltos por espessa camada de tecido conjuntivo
denso, denominada tunica albuginea. A camada mais interna da tanica albuginea, também
conhecida como tdnica vasculosa, é constituida por um tecido conjuntivo frouxo, o qual
contém vasos sanguineos e linfaticos. Na superficie posterior dos testiculos, a tdnica
albuginea se espessa para formar o mediastino testicular, o qual emite septos para o
interior do testiculo, delimitando os I6bulos testiculares. Cada I6bulo contém de um a
quatro tubulos seminiferos, sustentados pelo estroma de tecido conjuntivo contendo vasos
sanguineos e linfaticos e nervos, além de células de Leydig (Sharpe, 1983; Russell et al,
1990; Russell e Franca, 1995; Kerr et al, 2006; Weinbauer et al, 2010; Schlatta e Ehmcke,
2014).

Os tubulos seminiferos sdo convolutos e se dispdem em forma de alga terminando
em tubos curtos denominados tubos retos. Os tubulos seminiferos sdo revestidos pelo
epitelio seminifero, que se apoia na membrana basal e sdo envolvidos pela tanica propria
(Russell et al, 1990; Kerr et al, 2006; Weinbauer et al, 2010).

O epitélio seminifero é formado por células somaticas e germinativas, estas
responsaveis pela producdo dos espermatozoides (Russell et al, 1990; Kerr et al, 2006;
Weinbauer et al, 2010). As células de Sertoli sdo as células somaticas do epitélio
seminifero. S&o células colunares que se estendem da base até o limen e possuem processos
apicais e laterais, o que permite a elas suportarem as células germinativas nas diferentes
fases ao longo do ciclo espermatogénico (Russell, 1998; Kerr, 2006; Hess e Franca,
2007; Weinbauer et al, 2010; Hess e Vogl, 2015). Seu nucleo é oval orientado muitas vezes
em angulo reto com a membrana basal, possuindo frequentemente profunda
endentagdo e nucléolo proeminente (Russell et al, 1990).

Além da fungdo de suporte, as células de Sertoli secretam uma série de fatores
essenciais para a espermatogénese tais como: a proteina de ligacdo a androgenos (ABP),

que concentra a testosterona nos tubulos seminiferos; inibina, responsavel por inibir a
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producdo do horménio foliculo estimulante (FSH) pela hipo6fise; hormdnio anti-mulleriano,
0 qual promove a regressdo dos ductos paramesonéfricos no inicio da formacéo do sistema
genital masculino; fatores de crescimento, citocinas, prostaglandinas e moduladores
da divisdo celular (Russell, 1998; Griswold, 1998; Weinbauer et al, 2010; Chen e Liu,
2015). As células de Sertoli se unem umas as outras por juncdes de oclusdo, formando a
barreira das células de Sertoli, que impede que substancias contidas no sangue e agentes
nocivos entrem em contato com as células germinativas em etapas mais avancadas da
diferenciacdo, além de criar um ambiente de isolamento para as espermatides, as quais
possuem diferenca antigénica das células somaticas e poderiam desencadear resposta
autoimune (Russell et al, 1990; Russell e Griswold, 1993; Hess e Franga, 2005). Essa
barreira divide o epitélio seminifero em dois ambientes: um compartimento basal, onde sdo
encontradas as espermatogonias e espermatdcitos primarios em pré-leptéteno e um
compartimento adluminal, no qual localizam-se os espermatdcitos primarios a partir de
leptéteno, espermatdcitos secundarios e espermatides (Russell e Griswold, 1993). Outras
funcdes atribuidas as células de Sertoli sdo fagocitose de células germinativas em
degeneracdo e corpos residuais, resultantes da espermiogénese, e a producdo do fluido
testicular importante para a conducdo dos espermatozoides (Setchel et al, 1969; Chemes,
1983; Clermont, 1993).

As células germinativas compreendem espermatogbnias, espermatdcitos e
espermatides, que ap6s passarem pelo processo de diferenciacdo ou espermiogénese, sdo
liberadas no lumen testicular, como espermatozoides (Russell & Griswold, 1993). As
células germinativas se desenvolvem em estreita interagdo com as células de Sertoli, que
desempenham importante papel na regulacdo da espermatogénese (Russell et al, 1990;
Skinner e Anway, 2005).

A espermatogénese € um processo complexo que ocorre de forma ciclica e
extremamente organizada, sendo dividida em trés fases, baseado em caracteristicas
morfologicas e funcionais (Russell et al., 1990; Sharpe, 1994; Franca e Russell, 1998;
Godinho, 1999; O’Donnel et al, 2001, Hess e Franga, 2007). Na primeira fase, denominada
proliferativa ou espermatogonial, as espermatogbnias proliferam, seja para manter a
populacdo de células tronco, em um pocesso de autorenovagdo, ou para se comprometer
com a espermatogénese. Neste caso, a Ultima divisdo espermatogénese dard origem aos
espermatodcitos primarios (Franca e Russell, 1998; Kerr et al, 2006; Smith em Walker,
2014). Assim, na fase meiotica ou espermatocitaria onde os espermatécitos passam pela

divisdo meiotica, na qual ocorre a duplicacdo, recombinacdo e segregacdo do material
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genético, resultando na formacdo das espermatides arredondadas. E finalmente, na fase
espermiogénica ou de diferenciacdo, as espermétides arredondadas sofrem modificacGes
morfoldgicas, como formacdo do acrossomo, condensacdo e alongamento do nucleo,
desenvolvimento do flagelo e perda de grande parte do citoplasma, originando os
espermatozoides, células responsaveis pela fertilizacdo (Russell et al, 1990; Franca e
Russell, 1998; Stevens e Lowe, 1999; Kerr et al, 2006). Ao longo de todo processo
espermatogénico, as células de Sertoli fornecem suporte hormonal, nutricional e fisico para
as celulas germinativas.

As células espermatogénicas estdo organizadas em associacOes tipicas denominadas
estadios (Perey et al, 1961; Leblond e Clermont, 1952; Russell et al, 1990). Esses estadios se
sucedem com o tempo em uma determinada area do epitélio seminifero de forma ordenada.
Uma série completa e ordenada de alterag@es nas associagdes celulares (estadios) que ocorre
em um determinado segmento do epitélio nos testiculos em um intervalo de tempo é
denominado ciclo do epitélio seminifero (Leblond e Clermont, 1952; Russell et al, 1990;
O’Donnell et al, 2001). A duracgdo total deste ciclo varia entre as espécies, mas sabe-se que
4,5 ciclos, aproximadamente, sd0 necessarios para que O Processo espermatogénico se
complete. Nos mamiferos, esse processo tem duracdo de cerca de 30 a 78 dias (Russell
et al, 1990; Queiroz e Nogueira, 1992; Franca e Russell, 1998). Os estadios podem ser
identificados pelo método da morfologia tubular, que leva em conta a localizacdo e
forma do nucleo das espermatides, presenca de divisGes meidticas e a composicao de epitélio
seminifero, ou pelo método acrossdmico, que avalia a formacdo do acrossomo nas
espermatides (Leblond e Clermont, 1952; Berndtson, 1977; Hess, 1990).

A tunica propria dos tubulos seminiferos é formada por tecido conjuntivo composto
por componentes celulares e acelulares (Bustus-Obregon, 1976; Christl, 1990). Os
componentes celulares compreendem as células peritubulares mioides e uma camada
limitante de celulas indiferenciadas podendo ser consideradas fibroblastos, mais
externamente (Dym, 1988), enquanto os componentes acelulares incluem fibras colagenas e
elasticas e substancia fundamental amorfa, constituindo a lamina basal (Christl, 1990). As
células peritubulares mioides sdo células finas, alongadas, possuindo nucleos geralmente
heterocromaticos, elipticos ou fusiformes (Maekawa et al, 1996, Haider et al, 1999). Elas
se encontram ao redor dos tubulos seminiferos, podendo formar uma ou mais camadas,
dependendo da espécie. Possuem caracteristicas estruturais de fibras musculares lisas e
fibroblastos, como filamentos de actina, além de miosina, a-actinina, desmina e vimentina
(Holstein et al, 1996; Maekawa et al, 1996; Albrecht et al, 2006; Kerr et al, 2006;
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Weinbauer et al, 2010). Devido a essas caracteristicas, as células peritubulares mioides sdo
capazes de contrair e auxiliar na propulsdo dos espermatozoides e de fluido testicular pelos
tibulos seminiferos, além de possuir a capacidade de sintetizar coldgeno (Russell et al,
1990; Maekawa et al, 1996).

No compartimento intertubular ou intersticial estdo localizadas as células de Leydig,
além de vasos sanguineos, linfaticos importantes para o transporte de horménios e nutrientes,
além de nervos, fibroblastos e células de defesa, como macrofagos, e raros leucocitos
(Fawcett et al, 1973; Russell et al, 1990; Hedger, 1997; O’Donnell et al, 2001; Kerr et al,
2006). As células de Leydig, sob acdo do horménio luteinizante (LH), sdo responsaveis pela
producdo de esteroides sexuais, principalmente testosterona. Essas células possuem nucleo
arredondado ou oval, abundante reticulo endoplasmatico liso e mitocondrias com cristas
tubulares (Kerr et al, 2006; Weinbauer et al, 2010). S&o descritas duas populac6es de células
de Leydig: fetais e adultas. Nas primeiras, ocorre producao de andrégenos que vao atuar para
o normal desenvolvimento da génada no feto. Nas células de Leydig adultas, a producdo de
androgenos é importante para a manutencdo da espermatogénese e para as caracteristicas
sexuais masculinas (Benton et al, 1995; Goymann et al, 2007; Chen et al, 2009;
Weinbauer et al, 2010; Wen et al, 2006).

1.1.1.2 - Origem e Desenvolvimento

Nos mamiferos, os estdgios iniciais do desenvolvimento das gbnadas ocorrem
aproximadamente no 11° dia de desenvolvimento embrionario em ratos ou na quinta semana
de gestacdo em humanos, através da formacdo das cristas genitais, as quais se desenvolvem
como um espessamento do mesotélio medial ao mesonefron e do mesénquima  adjacente
(Torrey, 1945; Mclaren, 1991; Buehr et al, 1993; Kierszenbaum, 1994; Karl e Capel,
1998; Parker et al, 1999; Staack et al, 2003; Cool e Capel, 2009; Cool et al, 2012; Wilhelm et
al, 2013; Dolci et al, 2015). Seu desenvolvimento ocorre em duas fases (Figura 2):
inicialmente é formada uma gbnada bipotencial, sem diferengcas morfoldgicas para machos e
fémeas. Posteriormente, fatores geneticos promovem a diferenciacdo dessa gbnada em

testiculos ou ovarios (Wilhelm et al, 2007).
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Figura 2 - Desenvolvimento e diferenciacdo do trato genital em
mamiferos. Adaptado de Wilhelm et al, 2007.

As células germinativas primordiais se originam do epiblasto, proximo da base do
alantoide e migram por meio do mesentério dorsal, onde atingem o mesénquima adjacente
se inserindo nas cristas gonadais. Posteriormente, elas véao se diferenciar em gondcitos, que
dardo origem as espermatogonias (Kierszembaum, 1994; Larsen et al, 1997, William, 1997,
Staack et al, 2003; Wilhelm et al, 2007). Ap6s a sua chegada nas gbnadas, ainda
indiferenciadas, as células germinativas primordiais estabelecem conexdes com as células
do epitélio celomatico e com as células mesenquimais, formando agregados celulares, 0s
corddes testiculares (Kierszenbaum, 1994). As celulas mesenquimais originam as células
peritubulares mioides e as células do epitélio celomatico originam as células de Sertoli. As
células de Leydig ainda ndo tém sua origem definida (Buehr et al, 1992, Merchant- Larios
et al, 1993; Martineau et al, 1997 Gisburg et al, Kapel et al, 1998; Staack et al, 2003;
Wilhelm et al, 2007; Wilhelm et al, 2013). Quando ocorre a diferenciacdo da gonada em
testiculo, dois compartimentos séo identificados: os corddes testiculares, que dardo origem
aos tubulos seminiferos, compostos por células de Sertoli fetais e gondcitos, e 0

compartimento intersticial, composto pelas células de Leydig (Parker et al, 1999).
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Além das gbnadas, os rins mesonéfricos também originam outras estruturas que
serdo importantes para a formacdo do sistema genital de ambos os sexos, sob influéncia
hormonal, sendo os ductos mesonéfricos ou de Wolff, que dardo origem a estruturas das
vias genitais masculinas, e os ductos paramesonéfricos ou de Mauller, importantes para a
formacdo das vias genitais femininas (Koopmam et al, 2000; Staack et al, 2003; Wilhelm et
al, 2007). O principal evento para a determinacéo sexual em mamiferos ¢ a diferenciagdo da
gbnada bipotencial em testiculos ou ovarios. As outras estruturas do sistema genital sdo
dependentes da acdo de hormdnios ou fatores produzidos pela gdnada diferenciada
(Koopman et al, 1991). A diferenciacdo gonadal é dependente da acdo de Varios genes,
dentre eles o SRY, que se encontra no brago curto do cromossomo Y (Koopman et al,
1991). Sob influéncia desse gene, expresso pelas células de Sertoli, ocorre a producdo de
androgenos pelas células de Leydig, que por sua vez promovem a formacao dos testiculos
bem como a diferenciacdo do ducto mesonéfrico em estruturas outras do sistema genital
masculino, como epididimo, vesicula seminal e ductos ejaculatérios (Staack et al, 2003;
Smith et al, 2014; Wen et al, 2016). As células de Sertoli também sdo estimuladas a
produzir o hormdnio anti-Mdilleriano que promove a degeneracdo dos ductos
paramesonéfricos, que dariam origem as estruturas femininas (Kuroda et al, 1990;
Munsterberg e Lovell-Badge, 1991; Josso et al, 1998).

1.1.2 - Ductulos Eferentes

Os duactulos eferentes consistem de pequenos ductos convolutos que conectam 0s
testiculos a cabeca do epididimo (Figura 3). Seu numero varia entre as espécies, sendo de
4 a 8 ddctulos nos peguenos mamiferos, como camundongos e ratos, e de 12 a 23 em
grandes mamiferos e primatas (Robaire e Hermo, 1988; Ilio e Hess, 1994; Wang et al,
1994; Goyal et al, 2000; Hess et al, 2011; Hess et al, 2014). Eles constituem parte da cabeca
do epididimo em algumas espécies como no homem, morcego, suinos e grandes mamiferos,
apesar desses dois segmentos possuirem diferencas embrioldgicas, funcionais e estruturais
(Yeung et al, 1991; llio & Hess, 1994; Stoffel & Friess, 1994; Cooper, 1999, Oliveira et al,
2012).

Os ductulos eferentes surgem individualmente da rede testicular e, nos roedores, esses
ductos individuais convergem para formar um Unico ducto que se conecta ao epididimo
(Guttroff et al, 1992; Wang et al, 1993; llio e Hess, 1994). Em outras espécies, como
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ocorre em grandes mamiferos e no homem, os ductulos eferentes chegam ao epididimo em
multiplas entradas (Saitoh et al, 1990; Joseph et al, 2009).

Ductulos Eferentes

pily Segmento Inicial

Testiculos

Rede /

testicular

Figura 3 - Representacdo esquematica dos ductulos
eferentes de ratos. Adaptado de Hess et al, 2001.

1.1.2.1 — Morfologia

O lumen dos ductulos eferentes é revestido por epitélio simples colunar, constituido
por células ciliadas e ndo ciliadas (Guttroff et al, 1992; llio e Hess, 1994; Hess, 2002; Ford
e Hess, 2014), sendo as células ndo ciliadas o tipo celular mais abundante (Lohiya e
Mathur, 1983; Ilio e Hess, 1994).

As células ciliadas tém como caracteristica longos cilios apicais, aparelho endocitico
pouco desenvolvido e ndcleo oval, localizado no terco apical do citoplasma (Hoffer &
Greenberg, 1978; Hermo et al, 1985; Ilio e Hess, 1994; Stoffel e Friess, 1994).
Acreditava-se inicialmente que os cilios estavam relacionados com a propulsdo do
contetido luminal, mas ha indicios de que seu batimento em diferentes dire¢des promovem a
agitacdo do fluido luminal, facilitando dessa forma sua reabsorcéo (Hermo et al, 1985; Ilio e
Hess, 1994, Stoffel e Friess, 1994; Chen et al, 1998).

As células ndo ciliadas sdo responsaveis pela reabsorcdo do fluido testicular e
possuem elevada capacidade de endocitose de fase fluida, adsortiva e mediada por
receptores. Dessa forma, apresentam como principais caracteristicas um aparato endocitico

muito desenvolvido e abundantes microvilosidades apicais, aléem de abundantes granulos,
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vacuolos citoplasméticos e lisossomos localizados no citoplasma apical (Hoffere
Greenberg, 1978; Hermo e Morales 1984; Hermo et al, 1985; Jones e Jurd, 1987,
Hermo et al, 1988; Veeramachaneni e Amann 1991; llio e Hess, 1994; Stoffel e Friess,
1994; Goyal et al, 2000). Seu nucleo é oval ou esférico, eucromatico e situado no terco
basal da célula (Flickinger et al, 1978; Hoffer e Greenberg, 1978; Ilio e Hess, 1994).

Ambos os tipos celulares sdo unidos por complexos juncionais, como zénula de
oclusdo, zonula de adesédo e desmossomos (Suzuki & Nagano, 1978). A ocorréncia de
complexos juncionais permedveis sugere que a permeabilidade do epitélio pode ser alta e
facilitar o movimento de fluido. A presenca de abundantes interdigitacbes nas membranas
basolaterais e de dilatacdes nos espacos intercelulares durante a absorcédo ativa, sugere que
exista transporte de fluido acoplado a transporte ativo de soluto (Suzuki & Nakano, 1978;
Ilio & Hess, 1992; Stoffel & Friess, 1994).

Ocorrem variag@es histolégicas ao longo do comprimento dos ductulos eferentes. Na
regido proximal, os ductulos possuem limen mais amplo, o epitélio com abundéancia de
células ndo ciliadas e rico em lisossomos, ao contrario da regido distal, onde os ddctulos sdo
mais estreitos e ndo possuem tantos lisossomos nas células ndo ciliadas (Jones & Jurd, 1987;
Guttroff et al, 1992; Ilio e Hess, 1994). Ocorre uma subita transicdo do epitélio dos ductulos
eferentes para o epididimo, onde o epitélio passa a ser pseudoestratificado com células altas
e microvilosidades longas, anteriormente denominados de estereocilios (Lohiya & Mathur,
1983).

O epitélio dos ductulos eferentes é sustentado por fina camada de tecido conjuntivo
frouxo, onde se encontram vasos sanguineos, linfaticos, linfdcitos e células mononucleares,
seguido por trés a quatro camadas concéntricas de células musculares lisas (Jones e Jurd,
1987; llio e Hess, 1994; Hess, 2002; Ford e Hess, 2014). Geralmente, o limen dos ductulos
eferentes aparenta-se vazio na regido proximal devido ao grande volume de fluido testicular
presente no local, mas é comum observar maior concentragdo de espermatozoides luminais

na regido distal, onde a maior parte do fluido testicular ja foi reabsorvida (Talo, 1981).

1.1.2.2 - Origem e Desenvolvimento

Os ductulos eferentes se originam da regido anterior dos tubulos mesonéfricos,
proximos aos testiculos (Robaire and Hermo, 1988; Ilio e Hess, 1994; Joseph et al,
2009; Snyder et al, 2010; Arrotéia et al, 2012). Em ratos, ap6s 0 nascimento, os ductulos

eferentes sdo constituidos por tubulos convolutos em uma regido analoga ao cone
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vasculoso e seus ductos terminais se unem ao canal epididimério (Reid, 1959). O limen é
revestido por epitélio cubico, que € sustentado por uma fina camada de tecido conjuntivo
(Reid, 1979). Os ductulos eferentes passam por um processo exclusivo de maturacdo
morfoldgica, ocorrendo em duas etapas: em torno do oitavo dia pos-natal ocorre a
diferenciacéo do aparelho endocitotico e depois do aparelho de transporte - a ciliogénese e a
musculatura peritubular, o que ocorre em torno de quinze dias de idade (Francavilla et al,
1986; Hermo et al, 1992). A partir de 28 dias de idade, é possivel identificar as regides
proximal e terminal dos ductulos eferentes. A regido do cone vasculoso surge aos 32 dias de
idade (Reid, 1959; Ilio e Hess, 1994).

Os mecanismos que controlam o desenvolvimento dos ductulos eferentes a partir dos
tibulos mesonéfricos sdo pouco conhecidos, mas recentemente foi demonstrado que 4
genes Hox atuam em diferentes etapas do desenvolvimento: os genes Rhox2a e TIx2 atuam
na fase inicial e os genes Hoxa2 e Hoxa4 atuam nas fases finais do desenvolvimento (Hess,
2002; Snyder et al, 2010).

1.1.2.3- Fungdes

A principal funcéo atribuida aos ddctulos eferentes é a reabsorcdo da maior parte do
fluido testicular, o que permite um aumento da concentracdo dos espermatozoides no
epididimo, onde eles serdo estocados e completardo sua maturacdo (Clulow et al, 1994; Ilio
& Hess, 1994). Além da reabsorcdo de fluido, os ductulos eferentes realizam endocitose,
secrecdo de proteinas e conducdo de espermatozoides até o epididimo (Hermo et al, 1992;
Clulow et al, 1994; llio & Hess, 1994; Hess, 2002).

A reabsorcdo de fluido testicular € mediada por transporte ativo de sddio via bombas
de sodio e potassio (Na*, K*- ATPase), localizadas na membrana basolateral do epitélio.
Canais de sddio/hidrogénio (NHE), localizados na membrana apical das células ndo-ciliadas
promovem a captagdo luminal de sdédio, de maneira simultanea as bombas de sodio e
potéssio. A NHE3 é a unica isoforma funcional para a reabsor¢do de sédio na regido
(Clulow et al, 1998; Leung et al, 2001; Zhou et al, 2001).

Além do transporte i6nico, o epitelio dos ductulos eferentes realiza a reabsorcéo
transepitelial passiva de adgua através de proteinas denominadas aquaporinas (Brown et al,
1993; Fisher et al, 1998; Pastor-Soler et al, 2001; Hess, 2002; Hermo et al, 2004). Existem
treze tipos de aquaporinas descritas de acordo com o tipo de substancia a que sdo

permeaveis (Verkman, 2005). As aquaporinas AQP1 e AQP9 sdo encontradas no epitélio
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dos ductulos eferentes, contribuindo para a reabsorcéo de fluido testicular. As AQP1 estdo
localizadas principalmente na borda apical das células ndo-ciliadas (Brown et al, 1993;
Fisher et al, 1998; Badran e Hermo, 2002; Oliveira et al, 2005; Da Silva et al, 2006;
Domeniconi et al, 2008; Lu et al, 2008; Arrighi et al, 2010). Essas células também
expressam a AQP9 em todas as espécies estudadas, sendo essas proteinas reguladas por
androgenos e estrogenos (Elkjaer et al, 2000; Pastor-Soler et al, 2001; Badran & Hermo;
Zaniboni et al, 2004; Oliveira et al, 2005; Domeniconi et al, 2007; Hermo et al, 2008;
Arrighi et al, 2010; Hashem, 2010).

1.1.3 — Prostata

A prostata € uma glandula anexa ao sistema genital masculino, presente em todos os
mamiferos. Ela encontra-se localizada na cavidade pélvica, abaixo do colo da bexiga,
circundando a porcéo inicial da uretra, denominada uretra prostatica (Amuller, 1979; Kumar
e Majumder, 1995). Seu parénquima possui varias glandulas tubuloalveolares exdcrinas,
cuja disposicdo difere entre humanos e roedores, sendo concéntricas ao redor da uretra nos

primeiros e disposta em lobos em roedores (Hayashi et al, 1991; Risbridger e Taylor, 2006).

1.1.3.1- Préstata de Roedores

Em roedores, a préstata é composta por quatro pares de lobos classificados de
acordo com sua posi¢do anatdémica relativa a uretra, definidos como complexo prostatico:
prostata ventral (VP), préstata dorsal (DP), prostata lateral (LP) e préstata anterior (AP) ou
glandula de coagulacdo (Figura 4) (Hayashi et al, 1991; Hayward et al, 1996a; Risbridge e
Taylor, 2006). Cada lobo é envolvido por tecido conjuntivo, que os delimitam em
compartimentos individualizados, aléem de conectar os ductos prostaticos de um mesmo

lobo, que desembocam na uretra prostatica (Hayashi et al, 1991).
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organizacdo da prostata de roedores. AP

préstata anterior; DP = prostata dorsal; LP
préstata lateral; SV = vesicula seminal; VP =
préstata ventral. Adaptado de Oliveira et al,
2016.

A prostata ventral consiste de um par de lobos localizados ventralmente & uretra.
Cada lobo possui 2 a 3 ductos principais que desembocam na porgéo ventral da uretra. Os
adendbmeros ou ductos terminais da prostata ventral sdo formados por um epitélio
pseudoestratificado prismatico pouco pregueado (Hayashi et al, 1991).

A prostata dorsal esta localizada dorsalmente a uretra, possuindo de 5 a 6 ductos
principais em cada lobo que desembocam na porcdo dorsal da uretra. Seus adenémeros
possuem estrutura tubuloalveolar constituido por epitélio cilindrico a cibico com poucas
pregas epiteliais (Hayashi et al, 1991).

A préstata lateral margeia a superficie lateral da uretra, dispondo-se entre as
préstatas ventrais e dorsais. Seus adendmeros tubuloalveolares sdo formados por epitélio
colunar mais baixo e mais pregueado em comparagdo as prostatas ventral e dorsal (Hayashi
et al, 1991).

Finalmente, a préstata anterior ou glandula de coagulacdo localiza-se adjacente a
concavidade medial da vesicula seminal. Diferente dos outros lobos, possui uma estrutura
tubular, composta por um ducto principal formado pela unido de varios ductos distais
ramificados. Possui um epitélio simples colunar com altura e pregueamento variados, que

indica diferente atividade secretora ao longo da glandula (Hayashi et al, 1991).
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Mesmo possuindo diferencas anatdmicas, roedores sdo classicos modelos de
estudo para fisiopatologia prostatica, uma vez que possuem semelhancas no
desenvolvimento fetal com a prostata humana, além de desenvolverem alteracoes
patologicas com o envelhecimento, semelhante ao que ocorre em humanos (Pollard,
1973; Hayward e Cunha, 2000; Morais-Santos et al, 2015). Além disso, a prdstata de ratos,
com excec¢do da préstata ventral, possui correspondéncia histoldgica e patologica com a de
humanos, sendo a préstata anterior correspondente a zona central e as prostatas dorsolaterais
correspondentes a zona periférica, caracteristicas que fazem dos roedores bons modelos

experimentais (Pollard, 1973; Danielpour et al, 1994).

1.1.3.2 - Morfologia e Funcao

A prostata de roedores, assim como de humanos, possuem caracteristicas
histoldgicas semelhantes (Hayward e Cunha, 2000; Risbridger e Taylor, 2006). Os seus
varios ductos, originam unidades secretoras de formato tubular ou alveolar contendo trés
tipos de células epiteliais funcional e morfologicamente distintas: as células secretoras ou
luminais, as células basais e as células neuroendocrinas.

As células luminais ou secretoras sdo as mais abundantes e possuem um aparelho de
Golgi muito desenvolvido, abundancia em reticulo endoplasmatico rugoso e numerosos
granulos de secrecdo apicais. Sdo responsaveis pela producdo dos principais componentes
do liquido prostatico, entre eles o antigeno prostatico especifico (PSA) e a fosfatase
alcalina, que podem ser utilizados em humanos como marcadores de diferenciacdo dessas
células. Os hormonios esteroides, andrdgenos e estrégenos, influenciam a atividades
dessas células e dessa forma, expressam os receptores de ambos 0s horménios (Hayward
et al, 1996a; El-Alfy et al, 2000; Risbridger e Taylor, 2006).

As células basais possuem pouco citoplasma e nucleo pequeno, de formato
irregular e cromatina muito condensada, e encontram-se localizadas na regido basal do
epitélio, apoiadas na membrana basal (EI-Alfy et al, 2000; Risbridger e Taylor, 2006). Pela
definicdo classica, acreditava-se que essas células ndo alcangavam o lumen prostatico, mas
recentemente foi demonstrado que essas células sdo responsaveis por emitir projecoes
longas e delgadas até o lumen, assim como ja demonstrado em outros tipos epiteliais (El-
Alfy et al, 2000; Risbridger e Taylor, 2006; Shum et al, 2008). Existem diferentes tipos de
células basais no epitélio prostatico. Umas possuem caracteristicas de células tronco, sendo

responsaveis por originar novas células secretoras (EI-Alfy et al, 2000). Outras expressam
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enzimas esteroidogénicas, o que pode indicar seu possivel papel na regulacdo do epitélio
(El-Alfy et al, 2000; Risbridger e Taylor, 2006).

O terceiro tipo celular do epitélio prostatico sdo as celulas neuroenddcrinas. Elas sdo
mais abundantes no inicio do desenvolvimento da glandula, mas ao longo de
envelhecimento elas sdo mais esporadicas, podendo ser encontradas isoladamente ou em
pequenos grupos no epitélio (Abrahamsson, 1999; Rodriguez et al, 2003). Essas células sdo
responsaveis por secretar serotonina e calcitonina, dentre outros neuropeptidios. Acredita-se
que essas celulas sdo responsaveis pela regulacdo do crescimento e da atividade secretora da
préstata (Abrahamsson, 1999; Rodriguez et al, 2003; Risbridger e Taylor, 2006).

A proéstata ainda é constituida por estroma composto por tecido conjuntivo, com
vasos sanguineos e linfaticos, nervos, células de defesa e fibras musculares lisas, que
sustentam o parénquima glandular (Hayward et al, 1996b). A contragdo da musculatura
auxilia na liberacdo para a uretra durante a ejaculacdo de uma secre¢do produzida pela
glandula: o liquido prostatico. Este consiste em uma secrecdo homogénea, leitosa,
levemente acida (pH 6.6), produzida pelas células secretoras (Amuller, 1979; Kumar e
Majumder, 1995). O liquido prostatico fornece condi¢Bes favoraveis para a sobrevivéncia
dos espermatozoides durante o seu transporte ao longo do sistema genital masculino, bem
como no sistema genital feminino (Kumar e Majumder, 1995). Essa secrecdo possui altos
niveis de zinco, que atua como antioxidante e bactericida, promovendo a protecdo dos
espermatozoides. O citrato de calcio presente no liquido prostatico atua como alcalinizador
do pH vaginal, garantindo a sobrevivéncia dos espermatozoides nas vias genitais femininas.
A presenca de enzimas como a fibrinolisina, coagulase e 0 PSA sdo responsaveis pela
liquefacdo do sémen e do muco cervical, facilitando o transporte dos gametas masculinos.
A fosfatase acida realiza a conversdo enzimatica da fosforilcolina em colina, sendo essa
altima responsavel pela nutricdo dos espermatozoides juntamente com o colesterol e

outros lipidios (Amuller, 1979; Kumar e Majumder, 1995).

1.1.3.3 - Origem e Desenvolvimento

Diferente de outros 6rgdos do sistema genital masculino, como epididimo, ducto
deferente e glandula vesicular, que tém origem mesodérmica a partir dos ductos de Wolff, o
endoerma também participa da formagdo da prostata, a partir do seio urogenital
(Lasnistki e Mizuno, 1980; Lasnistki e Mizuno, 1986; Thomson et al, 2008).
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O seio urogenital é uma estrutura encontrada caudalmente a bexiga, constituida por
uma camada epitelial derivada do endoderma e circundada pelo mesénquima (Marker et al,
2003; Cunha et al, 2004). Essa estrutura surge tanto em machos quanto em fémeas e
permanece morfologicamente indiferenciada em ambos os sexos até o momento de
formacdo da prostata, que ocorre por volta de 18° dia embrionario em ratos (Price, 1936;
Hamilton et al, 1959; Timms et al, 1995; Marker et al, 2003).

O desenvolvimento da prdstata inicia com o surgimento de corddes epiteliais solidos
provenientes do seio urogenital que se invaginam no mesénquima circundante, sob estimulo
de androgenos produzidos pelo testiculo fetal, num processo semelhante tanto em roedores
quanto em humanos (Lowsley, 1912; Timms et al., 1994a; Kellokumpu-Lehtonen, 1985;
Cunha et al, 1987; Marker et al, 2003; Georgas et al, 2015; Aaron et al, 2016). Ao
nascimento a prostata dos roedores é rudimentar, sendo que as principais etapas do
desenvolvimento ocorrem nos primeiros quinze dias de vida pos-natal se estendendo até a

maturidade sexual (Marker et al, 2003).

A ramificacdo dos lobos prostaticos inicia-se entre 1 a 5 dias apds o nascimento,
sendo bem avancado aos 10 dias de idade, quando ja é possivel identificar os principais
lobos prostaticos (Hayashi et al, 1991; Kinbara e Cunha, 1996; Marker et al, 2003). A
formacdo do lumen dos adendmeros inicia na prostata ventral, logo ap6s o nascimento até o
segundo dia de vida, mas na préstata anterior esse processo SO ocorre entre o quinto e
sexto dia de nascimento (Hayward et al, 1996). As células epiteliais iniciam sua
diferenciacdo nas primeiras duas semanas de vida em ratos e camundongos, formando duas
populacdes celulares distintas: uma populacdo de células basais que se localizam ao longo
da membrana basal, para formar uma camada descontinua de células que expressam
citoqueratinas 5 e 14 e p63. A outra populacdo é formada por células luminais colunares
altas, que expressam citoqueratinas 8 e 18, revestindo o lumen dos ductos (Hayward et al,
1996a; Cunha et al, 2004). Concomitante a este processo, algumas células do mesénquima
prostatico se diferenciam em uma camada de musculo liso que envolve os ductos e tecido
conjuntivo do estroma (Hayward et al, 1996b; Hayward et al, 1997). As proteinas de
secrecdo prostaticas sdo detectaveis a partir dos 20 dias de idade, se tornado mais
abundantes a medida que aumentam 0s niveis de testosterona, completando o processo de
maturacao na puberdade (Price, 1936; Lopes et al, 1986; Hayashi et al, 1991).

A interacdo epitélio-mesénquima é essencial para o desenvolvimento da prostata e

esse processo sofre acdo de androgenos (Takeda et al, 1991; Prins e Birch, 1995). Apesar de
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ser classico alvo de andrégenos, o desenvolvimento da prostata ventral também sofre agdo
de estrogenos (Kuiper et al, 1996; Prins et al, 1998; Makela et al, 2000; Horvath et al,
2001; Prins et al, 2001; Omoto et al, 2005; Pelletier, 2008).

1.1.4 - Regulacdo Hormonal e Receptores Esteroides

O inicio e a manutencdo da espermatogénese necessitam da acdo de horménios
produzidos pelo eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. No hipotalamo, é produzido o
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que é secretado no sangue chegando em
altas concentracdes na parte distal da adenohipofise, induzindo a secrecdo dos horménios
foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) (Gnessi et al, 1997; Amory e Bremner,
2007).

A secrecdo de GnRH é controlada por acdo de peptideos denominados kisspeptinas,
que agem como ligantes naturais para o receptor 6rfao acoplado a proteina G, conhecido
como gpr-54 em ratos e AXOR12 em humanos (Lee et al., 1999; Muir et al, 2001; Roux et
al, 2003; Seminara et al, 2003). Essas kisspeptinas também atuam no feedback (ou sistema
de retroalimentacdo) positivo e negativo do eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal, onde o
feedback positivo estimula a secrecdo de LH e o feedback negativo controla a agdo da
testosterona sobre a secre¢do de GnRH (Navarro et al, 2004; Smith et al, 2005; Roa et al,
2009).

O FSH atua nas células de Sertoli, via receptores especificos, estimulando a producéao
de inibina, ativina e ABP, entre outros. A ativina estimula a producdo de FSH, enquanto a
inibina exerce efeito negativo na liberacdo de FSH (Ling et al, 1986; Robertson et al,
1986; Gnessi et al, 1997). A ABP é uma glicoproteina que se liga a andrégenos e é
responsavel pelo transporte e protecdo desses hormonios contra a degradacdo, facilitando
sua concentracao nos testiculos e sua veiculagcdo pelas vias genitais masculinas (Bardin et
al, 1981; Jeyaraj et al, 2005; Sofikitis et al, 2008). O FSH € o principal determinante para a
capacidade espermatogénica do testiculo adulto, uma vez que esse horménio também
controla a proliferacdo das células de Sertoli durante o periodo perinatal (Means et al,
1980).

O LH atua diretamente nas células de Leydig, estimulando a producéo da testosterona,
o principal horménio para o controle da espermatogénese, juntamente com o FSH, uma vez
que a iniciacdo e manutencao desse processo € dependente desses horménios. Além disso, o

LH exerce efeito feedback negativo, quando os nives a testosterona no sangue estdo elevados,
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reduzindo ou inibindo a libertacdo de GnRH pelo hipotalamo, que por sua vez diminui a
producdo de LH e FSH pela hipofise (Amory e Bremner, 2007).

Apds sua sintese, a testosterona pode ser metabolizada pela enzima 5a-redutase em 5a-
diidrotestosterona (DHT), um andrégeno metabolicamente mais ativo que a testosterona
(Russell e Wilson, 1994), ou ainda pode passar pelo processo de aromatizacdo pela acéo da
enzima P450-aromatase e formar o 17B-estradiol, principal estrogeno obtido do
metabolismo da testosterona (Carreau et al, 2003).

Os efeitos dos hormonios esteroides sexuais, andrdgenos e estrégenos, sdo exercidos
por meio da regulagdo transcricional de genes responsivos, sendo esses efeitos gendmicos
mediados através dos receptores de andrdgenos (AR) e receptores de estrogenos ERa
(ESR1) e ERP (ESR2), respectivamente. Tanto AR quanto ERs sdo membros de uma
superfamilia de fatores de transcri¢do, conhecidos como receptores nucleares (NR) (Gibson
e Saunders, 2012).

Como os demais membros da familia de receptores nucleares, os AR e ERs contém
estrutura modular, composta de seis dominios estruturalmente e funcionalmente distintos,
denominados de A a F (Figura 5) (Nilsson et al, 2001). O dominio A/B esta localizado na
regido N-terminal e possui a funcdo de ativagdo transcricional 1 (AF1), que influencia a
atividade transcricional de maneira independente de ligante. Esse dominio é o menos
conservado entre os receptores nucleares, tanto no tamanho quanto na sequéncia de
aminoacidos (Beato e Klug, 2000; Petterson e Gustafsson, 2001; Prins e Korach, 2008).

O dominio C, denominado dominio de ligacdo ao DNA (DBD) é o mais conservado
entre 0s receptores nucleares e esta envolvido no reconhecimento e ligacdo aos segmentos
especificos do DNA, os elementos responsivos a estrogenos (ERE) ou andrégenos (ARE)
(Weatherman et al, 1999; Beato e Klug, 2000; Petterson e Gustafsson, 2001; Prins e Korach,
2008).

O dominio D, também conhecido como regido de dobradica, contém o sinal de
localizagdo nuclear. E uma regido flexivel responsavel por ligar o dominio DBD
aoominio E. Esse ultimo, também conhecido como dominio de ligag&o ao ligante (LBD), é o
segmento onde o hormonio se liga ao receptor (Beato e Klug, 2000). Apos se ligar aos
hormonios correlatos, este dominio induz uma mudanca conformacional do receptor,
aumentando sua estabilidade pelo DNA, além de possuir ainda a funcdo de ativacéo
transcricional 2 (AF-2) (Danielian et al, 1992). Ambos dominios AF-1 e AF-2 recrutam
proteinas corregulatorias que participam do processo da transcricdo (Beato e Klug, 2000;
Petterson e Gustafsson, 2001).
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O dominio F, localizado na regido C-terminal do receptor, comparado aos outros
dominios € relativamente menor e possui pequena homologia entre ERa ¢ ERp, indicando
que este dominio esteja envolvido nas diferencas das funcbes bioldgicas de ambos o0s
receptores. Acredita-se que este dominio participe na modulacdo da ligacdo do ligante,
no recrutamento de proteinas regulatorias e na atividade de transcrigdo do receptor (Prins
e Korach, 2008; Skafar et al, 2008).
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Figura 5 - Representacdo esquematica da estrutura dos
receptores de andrdégenos (AR) e estrogenos (ERa e ERP).
Adaptado de Beato e Klug, 2000 e Akingbemi, 2005.

O AR é uma proteina monomeérica de 110KDa, localizado no cromossomo X, portanto
0s machos possuem apenas uma unica copia (Brinkmann et al, 1988; Gelmann, 2002; Davey e
Grossmann, 2016). J& o receptor ERa ¢ uma proteina de peso molecular de cerca de 66 kDa e
contém aproximadamente 595 aminodcidos (Enmark et al, 1997). O gene que a codifica se
localiza no braco longo do cromossomo 6 em humanos e cromossomo 1 em ratos (Enmark e
Gustafsson, 1999). E finalmente, o ERp possui peso molecular de aproximadamente 54,2 kDa
e cerca de 485 aminoéacidos, pois possui uma regido N-terminal mais curta. Essa proteina é
codificada pelo cromossomo 14, em humanos, e cromossomo 6, em ratos (Walter et al, 1985;
Enmark et al, 1997; Tremblay et al, 1997; Enmark e Gustafsson, 1999; O'Donnell et al, 2001).

Ambos o0s receptores apresentam grande homologia entre eles, especialmente no dominio de
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ligacdo ao DNA (cerca de 96% em ratos e 95% em humanos), porém o dominio de ligacdo ao
ligante apresenta apenas cerca de 55% de homologia (Mosselman et al, 1996; Kuiper et al,
1997). As diferencas observadas no dominio de ligacdo ao ligante podem justificar algumas

alteragdes nas atividades transcricionais tanto de ERo quanto de ERB (Kuiper et al, 1998).

1.1.4.1 - Distribuicdo dos Receptores de Andrdgenos e Estrogenos

a) Testiculos

Os androgenos sdao horménios esteroides secretados pelos testiculos e glandulas
adrenais, que exercem func¢Bes importantes no desenvolvimento e expresséo de caracteristicas
sexuais secundarias masculinas. A testosterona e a diidrotestosterona (DHT) sdo andrégenos
mais importantes para a fisiologia do sistema genital masculino, exercendo suas funcdes
através da ligagdo a receptores de andrégenos (AR) (Hipakka e Liao, 1998; Roy et al, 2001,
Stocco e MacPhaul, 2006; Centenera et al, 2008). Esses receptores sdo expressos nas células
de Leydig, células peritubulares mioides e nas células de Sertoli, ndo sendo encontrados nas
células germinativas (Bremner et al, 1994; Vornberger et al, 1994). A regulacdo da
espermatogénese por andrégenos é realizada diretamente pelas células de Sertoli e células
peritubulares mioides, sendo as primeiras as mais provaveis por realizar essa funcéo devido a
sua interacdo direta com as células germinativas em desenvolvimento (Bremner et al, 1994;
Vornberger et al, 1994; Sharpe, 2010). Nos estadios mais avancados da espermatogénese, a
ocorréncia dos AR nas células de Sertoli é mais evidente, demonstrando a importancia de
androgenos nas Ultimas etapas da diferenciacdo espermatica (VVornberger et al, 1994; Suérez-
Quian et al, 1999; Zhou et al, 2002).

Os testiculos sdo a principal fonte de estrogenos nos machos, expressando também
ambos os receptores. Os ERa sédo restritos as células de Leydig descritos em varias espécies
como cdes, gatos, morcegos, roedores, equinos e primatas, incluindo os humanos (Fisher et al,
1997; Hess et al, 1997; Pelletier e EI-Alfy, 2000; Sar e Welsch, 2000; Nie et al, 2002; Zhou et
al, 2002; Hemej et al, 2005; Shapiro et al, 2005; Oliveira et al, 2009; Joseph et al., 2011).
Acredita-se que os ERa participem da inibi¢do da esteroidogénese atuando sobre as células de
Leydig (Delbés et al, 2005).

Ja os ERp sdo encontrados tanto nas células soméaticas como nas células germinativas,
mas apesar de sua ampla distribuicdo nos testiculos e sistema genital masculino, seu papel
fisioldgico ndo esta bem estabelecido (Saunders et al, 1998 e 2001; van Pelt et al, 1999; Zhou
et al, 2002; Oliveira et al, 2009).
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b) Ductulos eferentes

Nos ductulos eferentes, a regulagdo hormonal é realizada tanto por andrdgenos quanto
por estrdégenos, sendo esses Ultimos os principais hormdnios reguladores da funcdo desse
segmento (Ilio e Hess, 1994; Hess et al, 1997; Oliveira et al, 2001; Hess, 2002; Oliveira et al,
2002; Picciarelli-Lima et al, 2006; Hess et al, 2011). Em roedores, os ductulos eferentes
correspondem a primeira regido extratescticular que expressam AR, 0s quais sdo encontrados
nas células epiteliais 16 dias apds o nascimento, enquanto os receptores de estrogenos (ER)
sdo encontrados no epitelio dos ductulos eferentes ainda na vida intrauterina (Cooke et al,
1991; Bentvelsen et al, 1995).

O epitélio dos ductulos eferentes apresentam elevados niveis de RNAm dos receptores
de estrogenos, uma concentracdo aproximadamente 3,5 vezes maior do que as concentracfes
encontradas no utero, classico alvo de estrogenos. Esse segmento do trato genital masculino
expressa altos niveis de ERa, além de também expressar ERf, mas a funcdo especifica deste
receptor no local ainda ndo esta determinada (Hess et al, 1997; Hess et al, 2011; Joseph et al,
2011). Foi demonstrado através da inativagao quimica ou genética dos receptores ERa, que os
estrégenos participam da manutencdo da citoarquitetura epitelial e da funcdo de reabsorcao
dos ductulos eferentes, sendo que distdrbios nesta funcdo levam a efeitos secundarios, como a
atrofia testicular e infertilidade (Hess et al, 1997; Zhou et al, 2001; Oliveira et al, 2001,
Oliveira et al, 2002; Oliveira et al, 2005; Hess et al, 2011).

c) Prostata

A morfologia e fisiologia da prostata sofre influéncia de andrégenos, sendo o DHT o
andrégeno mais potente, com uma afinidade dez vezes maior a0 AR em comparacdo a
testosterona (Labrie et al, 2000; Grossmann et al, 2001; Risbridger et al, 2001; Penning et al,
2007). Os androgenos participam do desenvolvimento da genitalia externa e da prdstata
durante o periodo fetal, estimulam o crescimento da glandula na puberdade e no adulto e
estimulam a atividade secretora da prostata (Cunha et al, 1992; Russell e Wilson, 1994). Em
roedores, durante o desenvolvimento intrauterino, apenas as células do mesénquima
expressam receptores de androgenos antes e durante a formacdo de brotos prostaticos,
sugerindo um papel fundamental desses horménios nas primeiras fases do desenvolvimento
da glandula (Takeda et al, 1991; Prins e Birch, 1995). Ap0s o nascimento, as células epiteliais
comecam a expressar AR, sendo intensamente expressos a partir de 15 dias de idade (Prins e
Birch, 1995). No adulto, os receptores de andrdogenos sdo intensamente expressos nas células

luminais do epitélio prostatico e nas células do estroma (Thompson et al, 1986; Prins et al,
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1991; Prins et al, 1995; Prins et al, 1996). No entanto, a maioria das células basais sdo
negativas para AR, assim como também demonstrado em cdes e humanos, sugerindo que
essas células ndo sofrem influéncia dos androgenos (Weber et al, 1989; Ruizeveld et al, 1990;
Prins et al, 1991). A dependéncia quimica da prostata a androgenos foi demonstrada em
estudos com ratos castrados quimica e/ou cirurgicamente, que resultou em uma regressdo da
prostata devido a queda dos niveis de andrégenos e inativacdo dos AR (Kiplesund et al, 1998;
Prins e Birch, 1993; Oliveira et al, 2007).

Apesar de sua dependéncia a androgenos, a préstata também € alvo de estrogenos,
atuando nos processos de diferenciacdo e crescimento da glandula, bem como nos processos
patologicos, sendo o principal estrogeno atuante o 17p-estradiol (E2) (Prins et al, 1993; Prins
et al, 2001; McPherson et al, 2007). Ambos o0s receptores de estrogeno sdo encontrados na
préstata, diferenciando na localizacdo e intensidade de expressdo (Makela et al, 2000; Imanov
et al, 2004; Prins e Korach, 2008). Em ratos recém-nascidos, o epitélio prostatico expressa
ERa, exercendo importante papel na morfologia da ramificagcdo dos ductos prostaticos. Apos
0 nascimento, a medida que as células epiteliais se diferenciam, a expressao desse receptor é
reduzida e ocorre um aumento progressivo da expressdo do ERB (Omoto et al, 2005). Nos
animais sexualmente maduros, o ERa € encontrado apenas em algumas células do estroma,
enquanto que o ERf atinge a méaxima expressdo no epitélio prostatico, além de também estar
presente em algumas células do estroma, se tornando o principal receptor de estrégeno nesse
orgao (Kuiper et al, 1996; Prins et al, 1998; Makela et al, 2000; Horvath et al, 2001; Prins et
al, 2001; Omoto et al, 2005; Pelletier, 2008).

Estudos com animais knockouts para ambos os ER tém fornecido informacg6es sobre a
funcdo desses receptores na préstata. Em animais knockouts para o ERB, o ERa participa da
inducdo da metaplasia escamosa e prostatites quando expostos a estrogenos sintéticos, sendo
atribuidos a esse receptor um papel proliferativo e pro-inflamatério (Prins et al, 2001;
Risbridger et al, 2001). Corroborando com esses dados, estudos com ratos senis demonstrou
que nas areas de proliferacdo intraepitelial, metaplasia escamosa e prostatites, as células
epiteliais mostram-se positivas para ERo e as células basais positivas para a enzima
aromatase, sugerindo uma possivel producédo local de estrégenos atuando via ERa, levando a
alteracdes patoldgicas em prostata nesses animais (Morais-Santos et al, 2018). Com relagéo
ao ERp, ainda ndo se sabe ao certo o seu papel na prostata, mas tem sido atribuido esse
receptor um papel antiproliferativo, além de também exercer fungdes pro-apoptéticas e de
participar da diferenciacdo celular (Weihua et al, 2001; Weihua et al, 2002; Cheng et al, 2004;
Imanov et al, 2004; McPherson et al, 2007; McPherson et al, 2010; Yun et al, 2015).
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Figura 6 - Ligacéo dos cofatores ao DNA. Adaptado de Perisi et al, 2010.

1.1.5 - Correguladores de Hormonios Nucleares

A transcricdo génica € o processo pelo qual as células expressam seus genes por meio
da producdo de RNAm (Nevins, 1983; Laudet e Gronemeyer, 2002). Os receptores nucleares
atuam como fatores de transcricdo e alternam entre os estados de ativacdo e repressdo da
transcricdo génica, dependendo, respectivamente, da presenca ou auséncia dos horménios
cognatos. A estimulacdo do processo de transcricdo é constituida por uma série de eventos
sequenciais, incluindo a fosforilagdo do receptor, alteragdes em sua conformacéo, dimerizagédo
e associagdo do receptor a regido promotora dos genes alvo, desencadeando o recrutamento de
proteinas correguladoras da transcri¢do (Figura 6) (Leo e Chen 2000; Li e Shang, 2007).

Para que os receptores nucleares, como 0os AR e ERs possam ativar a transcrigao
génica, é necessario a sua ligacdo ao DNA em regides especificas, os ERE no caso dos
receptores de estrégeno e os ARE, para os receptores de androgenos (Figura 7) (Heggeler-
Bordier et al, 1997; McKenna, 1999; Dilworth e Chambon, 2001; Hall et al, 2001; Laudet e
Gronemeyer, 2002; Feng e O’Malley, 2014). Apo6s a ligagdo ao DNA, os receptores nucleares

recrutam o complexo enziméatico RNA polimerase 1, que iniciam a montagem de um estavel
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complexo de pré-iniciacdo, que inclui o fator de transcrigdo 11D (TFIID), que € um complexo
multiproteico formando pela proteina de ligagdo ao TATA-box (TBP), outras proteinas de
ligacdo ao TBP (TAFS) e outros fatores gerais da transcricdo (Figura 7) (Horwitz et al, 1996;
Jenster, 1998). Além desses TAFs, outras proteinas interagem no dominio de ativacdo da
transcricdo AF-2 dos receptores nucleares e sdo essenciais para 0 processo da transcricéo.
Essas proteinas sdo denominadas cofatores dos receptores nucleares, as quais podem agir
como coativadoras ou correpressoras (McKenna et al, 1999; Glass e Rosenfeld, 2000; Leo e
Chen, 2000; Laudet e Gronemeyer, 2002; Li e Shang, 2007). Na auséncia de horménio, a
interacdo dos receptores nucleares com correpressores inibe a transcricao de genes-alvo. Apds
a ligacdo do hormonio, essas proteinas se dissociam dos receptores, 0s quais, entdo recrutam
coativadores, que aumentam a ativacao de transcricdo pelo receptor (Leo e Chen, 2000; Li e
Shang, 2007).

Entre os cofatores mais conhecidos estdo membros da familia de coativadores dos
receptores esteroides (SRC), bem como os corepressores de receptores nucleares (NCoR), 0s
mediadores do silenciamento de receptores de retinoides e hormonios da tireoide (SMRT) e 0s
repressores de atividade de receptores de estrégenos (REA), os quais serdo abordados com

mais detalhes a seguir.

1.1.5.1-SRC

A familia de coativadores dos receptores esteroides (SRC), também conhecidos como
proteinas pl160, compreende trés membros distintos, mas estrutural e funcionalmente
relacionados: SRC1 (coativador do receptor nuclear 1 - NCoAl), SRC-2 (= NCoA-2; TIF2;
GRIP-1) e SRC-3 (=NCoA-3; RACS3; p/CIP) (Leo e Cheng, 2000; Linja et al, 2004;
Kishimoto et al, 2006; Li e Shang, 2007). Entre os receptores nucleares, as proteinas da
familia SRC interagem com os receptores de androgenos, de estrogeno, de progesterona, da
vitamina D, entre outros (Feng e O’Malley, 2014).

Os membros da familia SRC participam na remodelacdo e descondensacdo da
cromatina, criando um ambiente adequado para a transcricdo. A ativacdo do processo da
transcricdo por essas proteinas ocorre pela acetilacdo de residuos de lisina na porcdo N-
terminal de histonas, seja pelo recrutamento de histona acetilases ou pela atividade acetilase
intrinseca de SRCs, fazendo com que o DNA modifique a estrutura da cromatina, tornando-a
mais acessivel as proteinas transcricionais (Getzenberg et al, 1991; Adams and Workman,
1993; Wolffe and Pruss, 1996; Jenster, 1998; Xu, 2005; Li e Shang, 2007). Apds a acetilacdo

de histonas, 0s SRCs sdo substituidos pelo complexo mediador, o qual recruta o complexo de
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pré-iniciacdo para dar inicio a transcricdo do DNA (Dilworth e Chambon, 2001; Belakavadi e
Fondell, 2006).

As proteinas da familia SRC possuem peso molecular de 160kDa e compartilham
caracteristicas estruturais (Figura 7) (Xu, 2003). A regido N-terminal ¢ a mais bem
conservada e contém o dominio bHLH-PAS, que interage com proteinas responsaveis pelo
recrutamento de co-coativadores para potencializar a ativacdo da transcricdo pelos receptores
nucleares (Leo e Chen, 2000; Xu, 2003; Johnson e O’Malley, 2012). Esse dominio também
possui 0 sinal de localizacdo nuclear dos SRCs (Li et al, 2007). Na regido central dessa
proteina encontram-se trés dominios a-hélice LXXLL (onde L representa o aminoacido
leucina e X representa qualquer aminoacido), responsavel pela ligacdo ao receptor nuclear e
as sequéncias ao redor desses dominios sdo importantes para a seletividades dos tipos de SRC
(Chang et al, 1999; Mackenna et al, 1999; Coulthard et al, 2003; Xu, 2003; Johnson e
Omalley, 2012). A regido C-terminal possui dois dominios de ativacdo AD1 e AD2,
responsaveis pelo recrutamento de outros co-coativadores que promovem a remodelacdo do

DNA e a modificacdo de histonas para o processo da transcri¢do (Johnson e Omalley, 2012).
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Figura 7 - Representacao esquematica da estrutura e interacdes dos
coativadores da familia p160. Adaptado de MacKenna et al, 2002 e
Johnson e O’Malley, 2012.
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As proteinas SRC sdo amplamente expressas em diversos 6rgdos, como sistema
nervoso, musculo esquelético, rins, pulmdo, érgdos do sistema digestivo, testiculo, placenta e
tireoide (Li e Chen, 1998; Misiti et al, 1998). O SRCL1 foi o primeiro membro da familia das
proteinas p160 a ser descoberto (Ofiate et al, 1995). Ele interage de maneira dependente de
horménios aumentando a atividade transcricional de muitos receptores nucleares, como 0s
receptores de progesterona, androgeno, estrogeno, hormoénio da tireoide, &cido retingico e
glicocorticoides (Webb et al, 1991; Alen et al, 1999; Bevan et al, 1999; Ma et al, 1999). Além
disso, o0 SRC1 também aumenta a atividade transcricional de outros fatores, como NFKB,
SMAD3 e AP-1 (Lee et al, 1998; Yanagisawa et al, 1999).

Estudos com camundongos mutantes para SRC1 tem fornecido informagdes sobre as
suas funcdes. Animais knockout para esse coativador possuem testiculos menores e reducao
do crescimento da prostata em resposta a andrdgenos, sugerindo uma relacdo dos SRCs e 0s
receptores de androgenos nesses 0rgaos (Xu et al, 1998; Xu e O’Malley, 2002).

O SRC-2, também é conhecido como TIF2 (fator intermediario da transcri¢do 2) ou
GRIP1 (proteina de interacdo ao receptor de glicocorticoide 1), foi o segundo membro da
familia p160 a ser descoberto (Leo e Chen, 2000). Assim como o SRC1, essa proteina
aumenta atividade das regides AF-1 e AF-2 dos receptores nucleares (Ma et al, 1999). O
SRC-2 é o principal membro da familia SRC presente nos testiculos. Animais knockout para
essa proteina apresentaram alteracbes na morfologia testicular, comprometimento da
espermatogénese e infertilidade (Gehin et al, 2002; Xu e O’Malley, 2002; Ye et al, 2005).
Vija e colaboradores (2013) demonstraram que 0 SRC-2 esta presente nas células de Sertoli
de testiculos humanos a partir da 142 semana de gestagéao.

O SRC-3 foi identificado por muitos autores como uma proteina de interagdo ao
receptor do acido retindico (RAC3), em um gene amplificado em células do cancer de mama
(ALB1) ou uma proteina de interagdo ao hormonio da tireoide (TRAM-1), de onde derivam
suas diferentes nomenclaturas (Anzick et al, 1997; Chen et al, 1997; Li et al, 1997; Takeshita
et al, 1997; Torchia et al, 1997). Além de interagir com muitos receptores nucleares e ativar a
transcri¢do, essa proteina também interage com interferon-a e proteinas de ligagdo a elemento
regulatério do cAMP (CREB), sugerindo que esse membro da familia SRC pode atuar em
varias vias de sinalizacdo (Torchia et al, 1997). Além disso, a expressdo de RAC3/TRAM-1
pode ser aumentada em tratamento hormonais, indicando outro mecanismo de acdo desse
coativador (Li and Chen, 1998; Misiti et al, 1998). Camundongos nocautes para SRC-3
demonstraram baixos niveis de estrogeno, atraso no crescimento e puberdade, queda dos

niveis de IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina-1), que & importante para o
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crescimento e reducgdo da funcdo reprodutiva de fémeas (Xu e O’Malley 2000; Wang et al,
2000). Também tem sido atribuido ao SRC-3 um papel oncogénico, uma vez que altos niveis
dessa proteina foram detectados em varios casos de cancer, como o de mama e ovario e a
delecdo dessa proteina inibe o crescimento celular dependente de estrégeno (Anzick et al,
1997; Planas-Silva et al, 2001; Yan et al, 2006). Em casos de cancer de prostata, 0 SRC-3 é
altamente expresso aumentando a atividade transcricional do AR e sua expressdo esta
relacionada ao grau do tumor e ao estagio da doenca (Gnanapragasam et al, 2001; Zhou et al,
2005).

1.1.5.2- NCoR

Embora a ativacdo da transcricdo seja essencial na regulacdo de genes alvo, a
repressdo € igualmente importante na modulacdo do processo transcricional. Fatores
repressivos usam varios mecanismos distintos, incluindo competi¢do com proteinas ativadoras
de ligacdo ao DNA, sequestro de tais ativadores, interacdo com o0s complexos proteicos que
participam do processo de transcricdo, metilacdo do DNA e recrutamento de enzimas que
promovem a desacetilacdo de histonas (Jepsen et al, 2002). Dois dos correpressores mais
estudados sdo o correpressor do receptor nuclear (NCoR) e o mediador do silenciamento de
receptores de retinoides e hormonios da tireoide (SMRT) (Wu et al, 2006).

Os correpressores NCoR € considerada uma proteina de suporte para a acdo de um
complexo enzimatico inibidor da transcricdo (Figura 8) (Privalsky, 2004; Watson et al, 2012).
Na regido N-terminal e central da proteina existem trés a quatro dominios de repressdo
transcricional (dominios RD), que recrutam componentes importantes para a repressdo da
transcricdo (Chen e Evans, 1995; Seol et al, 1996). A regido C-terminal é formada por trés
dominios de ligacdo ao receptor nuclear, denominados ID1 e ID2 e ID3 (Webb et al, 2000).
Cada um desses dominios possui sequéncias denominadas CoRNR box, semelhante a
sequéncia presente nos coativadores, mas forma uma a-hélice mais extensa (Downes et al,
1996; Hu e Lazar, 1999; Nagy et al, 1999; Perissiet al, 1999; Cohen et al, 2000; Webb et al,
2000). Os eventos moleculares que regulam a interacdo dos receptores nucleares a essa regido
do corepressor determinam o recrutamento ou liberacdo de todo o complexo corepressor
(Varlakhanova et al, 2010).
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Figura 8 - Representacdo esquematica da estrutura do corepressor
NCoR. Adaptado de Jepsen, 2002.

NCoR é uma proteina de 270kDa que se localiza principalmente no nucleo, mas ocorre
um recrutamento para a superficie das células, através da proteina TAB2 em resposta a
interleucina-1p e por uma proteina quinase IKK, atuando como segundo mensageiro (Baek et
al, 2002; Gallardo et al, 2015). Esse correpressor interage fortemente com o receptor do
hormonio da tireoide e com o receptor do &cido retindico (Horlein et al, 1995; Kurukawa et al,
1995). Porém, estudos in vitro tém demonstrado que a presenca de agonistas promove a
interacdo desse correpressor com receptores esteroides, como 0s receptores de estrogeno,
progesterona e androgenos (Zhang et al, 1998; Dotzalaw et al, 2002; Trtkova et al, 2010).
Uma das funcdes atribuidas ao NCoR é o recrutamento de complexos histona-desacetilase
(HDAC) para reduzir o nivel de acetilagdo de histonas e reprimir a transcrigdo. Além disso,
esse correpressor pode competir com coativadores na interacdo com receptores de horménios
esteroides, na presenca de antagonistas (Wu et al, 2006).

Animais nocautes ou transgénicos para 0 NCoR permitem avaliar as consequéncias da
perda da atividade repressora dessa proteina. Camundongos nocaute para 0 NCoR tem
comprometimento no desenvolvimento de células de defesa e eritrocitos, levando a letalidade
na metade da gestacdo (Jenpsen et al, 2000). Camundongos transgénicos expressando NCoR
sem a regido N-terminal mostrou um aumento na proliferacdo de hepatocitos e uma
desregulacdo de genes hepaticos regulados pelo triiodotironina (T3) (Feng et al, 2001).
Estudos utilizando as mesmas delecdes da regido N-terminal do NCoR em Xenopus resultou
fenotipos similares ao tratamento com 4&cido retindico, com um comprometimento na
formacgédo da regido do cérebro anterior, sugerindo que a repressdo do receptor do acido
retindico € critica para a formag&o do sistema nervoso nesses individuos (Koide et al, 2001).
Alteracdo na expressdo do NCoR também podem levar a vérias alteracbes metabolicas. A
resisténcia ao hormonio da tireoide é uma doenga genética humana caracterizada por uma

falha na resposta fisiologica a esse horménio e esta associada a mutacGes em seu receptor
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(T3R-B) que ndo conseguem desfazer sua interacdo ao NCoR ou SMRT ap0s tratamento
hormonal (Safer et al, 1998).

Os moduladores seletivos dos ER como o tamoxifeno, um antagonista de ERa, sdo
muito utilizados no tratamento inicial do cancer de mama, inibindo a progressdo da doenca. A
atividade desse antagonista é em parte atribuida a sua capacidade de estabilizar a ligagdo de
ERa aos correpressores e uma redugdo na expressao tanto de NCoR como de SMRT aumenta
a resisténcia das células cancerigenas da mama a esse modulador (Brzozowski et al, 1997;
Smith e O’Malley, 1997; Shiau et al, 1998; Heldring et al, 2007). Nos casos de cancer de
pristata, a terapia de privacdo de andrégenos em combinacdo com o tratamento de
antagonistas de AR, como flutamida é muito utilizada, devido a este antagonista competir
com os agonistas para ligacdo ao AR, bem como estabilizar a ligacdo de NCoR/SMRT a esse
receptor, inibindo sua a acdo (Denmeade e Isaacs, 2002; Salesi et al, 2005). A reducdo da
expressao desses corepressores ativam a via transcricional pelo AR, levando a progressao do
cancer. Da mesma forma, uma elevada expressdo do ambos correpressores também ativa os
genes dependentes da acdo do AR, demonstrando que uma superexpressdo dessas proteinas
nem sempre induz a sua atividade repressora (Berrevoets et al, 2004; Yoon e Wong, 2006;
Laschak et al, 2011). Nos testiculos, foi demonstrado a presenca do NCoR nas células de
Leydig e animais tratados com o desregulador enddcrino bisfenol A mostraram queda na
expressdo dessa proteina, mas os seus efeitos ainda sdo indeterminados (Salian et al, 2009).

1.1.5.3-REA

O repressor de atividade de receptores de estrogenos (REA), também é um importante
correpressor, 0 qual interage especificamente com ambos ER (Montano et al, 1999). E
membro da familia das proteinas denominadas proibitinas, sendo conhecido também como
Proibitina 2. A familia inclui a proteina homologa Proibitina 1, com a qual possui 60% de
similaridade. REA é uma proteina de 37kDa encontrada no cromossomo 6 de camundongos e
na regido 12p13 em humanos (Montano et al, 1999; Nijtmans et al, 2002; Paria et al 2002;
Artal-Sanz et al, 2009a; Artal-Sanz et al, 2009b; Merkwirth e Langer, 2009). Essas proteinas
foram identificadas em varios organismos, como bactérias, plantas, animais e humanos
(McClung et al, 1995; Snedden e Fromm, 1997; Mishra et al, 2006).

As proibitinas possuem uma regido N-terminal que é um dominio transmembrana
necessario para localizagcdo mitocondrial, conservado ao longo da evolucédo, e uma regido C-
terminal em espiral responsavel pela interacdo entre as proibitinas (Thuaud et al, 2013;

Bavelloni et al, 2015). No entanto, a regido C-terminal do REA possui um dominio de ligacdo



42

ao ER e, dentro desse dominio, h4 uma sequéncia de importacdo nuclear, que possivelmente
se origina por modificacbes pds traducionais e determina o recrutamento nuclear dessa
proteina (Kasashima et al, 2006; Bavelloni et al, 2015). REA possui duas regides importantes
para a sua atividade: uma, que compreende 0s aminoacidos 19 a 49 e 150 a 174, esta
relacionada a atividade repressora desse cofator, enquanto que a regido dos aminoécidos 175-
198 compreende a ligacdo do cofator a regido AF-2 dos ER (Delage-Mourroux et al, 2000).

As proibitinas podem ser encontradas no nucleo, citoplasma e mitocéndrias, exercendo
funcbes distintas (Thuaud et al, 2013). Nas mitocondrias, aléem de participarem de sua
biogénese, as proibitinas também formam complexos responsaveis pela estabilidade
mitocondrial, além de participarem de outros processos mediados por esse componente
citoplasmatico, como inibicdo da apoptose, morte celular e senescéncia (Mishra et al, 2006;
Artal-Sanz et al, 2009a; Artal-Sanz et al, 2009b; Osman et al, 2009; Thuaud et al, 2013). O
nocaute do gene das proibitinas séo letais para embrides de camundongos, indicando que
essas proteinas exercem papéis fundamentais nos estagios iniciais do desenvolvimento dos
vertebrados e em fémeas adultas, onde promove a infertilidade (Park et al, 2005).

No nucleo, elas atuam de forma independente, inibindo a transcricao de genes (Mishra
et al, 2006; Thuaud et al, 2013). Foi demonstrado que na presenca de estrogeno,
antiestrogenos e ERa, o REA ¢ translocado das mitocondrias para o nicleo, atuando como um
correpressor especifico da atividade transcricional desse receptor (Montano et al, 1999;
Kasashima et al, 2006). O REA ndo afeta diretamente a ligacdo do ER ao DNA, mas exerce
seu efeito repressor competindo com SRC1 pela ligacdo a ER, além de recrutar histona-
desacetilases das classes I e Il, reprimindo a transcri¢do (Delage-Mourroux et al, 2000; Kurtev
et al, 2004; Park et al, 2005). Nas glandulas mamarias, o equilibrio entre a ativacdo da
transcricdo via o coativador SRC-3 e a inibicdo do processo por ambas as proibitinas €
essencial para a homeostase da glandula (He et al, 2008). Apesar de interagir com a
proibitina |1 formando complexos proteicos, apenas as formas isoladas do REA possuem acgéo
correpressora dos ER (He et al, 2008).

As proteinas da familia p160 interagem com varios receptores nucleares e as mesmas
sdo recrutadas apenas quando os mesmos estdo ligados a agonistas (Onate et al, 1995; Smith
et al, 1996; Voegel et al, 1996; Heery et al, 1997; Li e Chen, 1997; Shibata et al, 1997). As
outras proteinas correpressores NCoR e SMRT, apesar de interagirem com os ER, possuem
acOes especificas nos receptores dos hormdnios nucleares ndo esteroides, como o receptor dos
hormonios tereoidianos, receptor de &cido retindico e receptor de vitamina D, interagindo com

esses receptores apenas na auséncia dos hormonios cognatos. As especificas interacdes com
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0s receptores de estrogeno diferem o REA das outras proteinas correguladoras (Chen e Evans,
1995; Horlen et al, 1995; Zamir et al, 1997).

1.1.6 - Justificativa

Acredita-se que diferencas tecido-especificas na composicdo de cofatores sejam
responsaveis pelas diferentes respostas dos ARs e ERs a ligantes. Por exemplo, altos niveis de
SRC1 no endométrio e baixos niveis na mama determinam diferencas na resposta a 4-
hidroxitamoxifeno, que comporta, respectivamente, como agonista no endométrio e
antagonista na mama (Shang e Brown 2002). Além de tamoxifeno, outros moduladores
seletivos de receptores de estrégenos (SERM), como o raloxifeno, também apresentam
atividade antagonista em alguns tecidos (ex: mama), mas agonista em outros (ex: 0Ssos e
Vasos).

Pouco se sabe sobre cofatores de receptores esteroides no sistema genital masculino,
sendo que a maioria das investigacdes se limita as interacfes entre cofatores e receptores de
androgenos (AR). Muito menos é conhecido sobre as interagbes entre receptores de
estrogenos e seus cofatores, sendo que nada se conhece sobre esse tema nos ddctulos
eferentes.

Dessa forma, nossa proposta foi de investigar os cofatores SRC1, NCoR e REA em
diferentes d6rgdos alvo de andrdgenos e estrogenos em ratos: (a) os testiculos, que oferecem
oportunidade de diferenciar os mecanismos reguladores de transcricdo em células que
coexpressam AR, ERa e ERP (células de Leydig), AR e ERP (células de Sertoli) ou s6 ER
(células espermatogénicas), (b) os ductulos eferentes, com elevadas concentragdes de ERa;
(c) a prostata, com elevadas concentragdes de ERP. Nossa hipotese ¢ de que esses diferentes
alvos expressam padrées distintos de cofatores que correlacionam com a abundéncia de AR,
ERa e/ou ERP. Essas diferencas na expressao de receptores e cofatores transcricionais podem
representar elementos chave para o desenvolvimento de agonistas ou antagonistas de AR e ER
gue poderdo ser Uteis no controle de importantes patologias, como o cancer de prostata e de
testiculos, ou servir como base para o desenvolvimento de farmacos que atuem na

(in)fertilidade masculina.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL
Mapear e comparar a distribuicdo celular de cofatores de receptores esteroides
nucleares em 6rgdos do sistema genital masculino de ratos, que possuem expressao diferencial

e/ou coexpressao de receptores de estrogenos ERa ¢ ERJ e receptores de androgenos.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Mapear a expressdo do coativador SRC1 e correpressor NCoR nos testiculos, ductulos
eferentes e préstata ventral de ratos adultos;
b) Averiguar possiveis alteracdes na expressdo de SRC1 e NCoR nos testiculos, ductulos
eferentes e préstata ventral de ratos ao longo do desenvolvimento pds-natal;
c) Mapear a expressao do correpressor REA nos testiculos de ratos neonatos a idosos;

d) Relacionar a expressao de REA nos testiculos com a expressao de ERp.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1- ANIMAIS

Para o presente estudo, foram utilizados ratos Wistar machos de diversas idades, entre
elas neonatais, pré-puberes, adultos e senis (1, 5, 10, 20, 30 40, 50, 60 dias, 3, 6 12, 18 e 24
meses de idade; n = 6 para cada grupo), obtidos do Centro de Bioterismo da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEBIO). Os periodos escolhidos objetivaram cobrir as principais
fases do desenvolvimento pos-natal testicular, prostatico e dos ductulos eferentes de ratos
(Ojeda, Advis & Andrews, 1980; Francavilla et al, 1986;—Prins e Birch, 1995; Ojeda &
Skinner, 2006).

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Morfologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas, sob condic¢des de iluminacgdo e temperatura constantes, 12 horas de claro
e 12 horas de escuro, a 22°C, e receberam agua e racdo comercial peletizada, Nuvilab (Nuvital
nutrientes S.A., Colombo, PR), ad libitum. Os procedimentos experimentais aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG seguiram o protocolo publicado pelo
CEUA/UFMG (https://www.ufmg.br/bioetica/ceua/inicial/).

3.2 - COLETA DE TECIDOS

Ap0s atingirem as idades desejadas, os animais foram eutanasiados pela administracdo
intraperitoneal de anestésico em concentracdo (pentobarbital sédico 50mg/Kg e cloridrato de
guetamina 10 mg/kg), precedido de heparinizacdo. A seguir, os animais foram perfundidos
com solucdo de formalina neutra tamponada a 10% por via transcardiaca. Os testiculos,
ductulos eferentes e prostata ventral foram entdo dissecados e destinados a inclusdo em

parafina, para os estudos histoldgicos, de imunohistoquimica e de imunofluorescéncia.

3.3 - MORFOLOGIA

Apos fixacdo, fragmentos de testiculos, ductulos eferentes e prostata ventral foram
desidratados em série de etanGis em concentragdes crescentes (70 a 100%) e diafanizados em
xilol, seguido de incluséo em parafina. Foram obtidas seccGes de 4 - 5 pum de espessura, 0s

quais foram submetidos a coloragdo com Hematoxilina/Eosina (HE).

3.4 - IMUNOHISTOQUIMICA
Cortes de testiculos, ductulos eferentes e prostata ventral incluidos em parafina foram

colocados em laminas silanizadas e submetidos a analise de imunohistoquimica para detec¢édo
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da proteina coativadora SRC1 e da proteina correpressora NCoR. Os cortes foram
desparafinizados em xilol, hidratados em série decrescente de etanol e submetidos ao blogueio
de peroxidase enddgena com solucdo de metanol/H2O2 0,6%. Posteriormente, 0s mesmos
foram submetidos a recuperacdo antigénica em solucdo tampdao citrato 0,01M pH 6,0,
aquecidos em forno microondas por 20 minutos. Os cortes foram incubados com soro normal
de cabra ou soro normal de coelho a 10% e a seguir com o0s anticorpos primarios policlonais
anti-SRC1 e anti-NCoR, conforme listados no quadro I. Como controle negativo, 0s cortes
foram incubados apenas com PBS ou TBS. Apos lavagens, foi realizada a incubacdo dos
cortes por 1h com o anticorpo secundario biotinilado coelho anti-cabra ou coelho anti-
camundongo (Dako, Carpinteria, CA, USA), na diluicdo de 1:100, seguido de incubacdo com
solucdo do complexo avidina-biotina (Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories,
Burlingame, USA) por 30 min. A imunomarcacdo foi visualizada ap6s exposicao a
3,3’diaminobenzidina contendo 0,01% de peroxido de hidrogénio em tampao Tris-HCL,
0,05M, pH 7,6. Os cortes foram finalmente contracorados com hematoxilina de Meyer,

desidratados, diafanizados e montados, para posterior observacédo e documentacao.

3.5 - IMUNOFLUORESCENCIA E MICROSCOPIA CONFOCAL

Cortes de testiculos foram colocados em laminas polarizadas e submetidos a
imunofluorescéncia para deteccdo das proteinas repressoras REA e dos receptores de
estrogeno ER.

Os cortes foram desparafinizados em xilol, hidratados em série decrescente de etanol e
submetidos a recuperacdo antigénica em solucéo tampdo citrato 0,01M pH 6,0, aquecidos em
forno micro-ondas por 30 minutos. Apos resfriamento, os cortes foram permeabilizados com
solugdo tampéo. Os tecidos foram incubados com soro normal de coelho ou de cabra, em
BSA/TBS 5% ou BSA/PBS 1% por 90 min, para bloqueio de ligacdo inespecifica dos
anticorpos, seguido de incubacdo por 48h a 4°C com o0s anticorpos primarios anti-REA ou
anti-ERp. A relacdo dos anticorpos utilizados € apresentada na tabela 1. Apos a incubacéo, os
cortes foram lavados em solugdo tampdo por 20 minutos e incubados com o0s anticorpos
secundarios especificos por 90 minutos. Os controles negativos foram incubados na auséncia
de anticorpo primario. A marcagdo nuclear foi visualizada apos exposigdo ao DAPI
(4,6 diamino-2-phenylindole staining — DI1306, Life Technology, Carlsbad, EUA). As laminas
foram montadas em glicerol contendo Tris-HCI 0,1M na propor¢édo 9:1 e seladas. Os

fragmentos de tecido foram analisados utilizando o microscopio confocal Apotome.2 (Zeiss,
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Alemanha) e as imagens exportadas para o programa ZEN lite (Zeiss, Alemanha) para o
processamento.

Variagcdes na expressao testicular das proteinas analisadas foram investigadas nas
diferentes fases do ciclo do epitélio seminifero, segundo 0 método acrossdmico, que se baseia
na descricdo morfoldgica das etapas da formagdo do acrossomo (Leblond e Clermont, 1952;
Russell 1990). Por esse método é possivel identificar em ratos 14 estadios do ciclo do epitélio

seminifero, denominados estadios | ao XIV.

Quadro | — Relagdo dos anticorpos utilizados nos ensaios de imunohistoquimica e

imunofluorescéncia

Pr'glt\ejgna Nome do Anticorpo Empresa Espécie/Tipo Diluicéo
. Santa Cruz Biotechnology, Camundongo/ 1:300 (ED)
SRC1 anti-SRC1 (1135/H4) Santa Cruz, CA monoclonal 1:800 (VP)
NCoR anti-NCoR (N-19) 22::2 gﬁi %Z‘technology, Cabra/policlonal 1:50
. Santa Cruz Biotechnology, . )
REA anti-REA (N-13) Santa Cruz, CA Cabra/policlonal 1:50
. Leica Biossystems, Wetzlar, | Camundongo/ .
ERP anti-ER (NCL-ERbeta) | o 4 o ol 1:25

3.6 - WESTERN BLOTTING

Ensaios de Western blotting foram realizados para comprovar a especificidade dos
anticorpos utilizados para detectar NCoR, SRC1 e REA nesse estudo. A B-actina foi utilizada
como controle interno dos ensaios. Para isso, fragmentos de testiculo e préstata ventral de
ratos adultos foram congelados em nitrogénio liquido e macerados em gelo seco, e 100 mg do
tecido pulverizado foi homogeneizado em 300uL de tampé&o de extracdo contendo ureia 8M,
Tris-HCI 20mM pH 7.5, EDTA 0,5mM pH 8.0, e 10% de inibidores de proteases (Protease
Inhibitor Cocktail — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas durante 10 min a 14.000g e temperatura de 4°C, e a fracdo sobrenadante
contendo as proteinas extraidas foi recolhida.

O total de 40 pg de proteinas de cada tecido, as quais foram mensuradas por
espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientifc, Fremont, CA, EUA), foi diluido
em tampdo de amostra contendo sédio dodecil-sulfato 1%, Tris-HCI 30 mM pH 6.8, 2-
mercaptoetanol (1x), glicerol 12% (v/v) e azul de bromofenol 0,1%. Apos banho sonico e
fervura, por 10 e 5 min, respectivamente, as amostras foram submetidas a eletroforese

continua em gel de poliacrilamida 7,5% (para NCoR e SRC1) ou 10%, (para REA e B-actina)
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seguido de transferéncia para membrana de nitrocelulose. Apds bloqueio com 10% de soro
normal de coelho (para NCOR) ou de cabra (para SRC1 e REA) as membranas foram
incubadas em camara fria overnight com anticorpo primario monoclonal anti-NCOR (diluido
1:200 em PBS), anti-REA (diluido 1:1000 em PBS), anti-SRC1 (diluido 1:1000 em PBS) ou
anti-p-actina (clone AC-74, diluido 1:5000 em PBS). Apds lavagens em PBS-Tween 0,05%,
realizou-se a incubagdo com anticorpo secundario biotinilado coelho anti-cabra (para NCOR),
cabra anti-coelho (para REA) ou cabra anti-camundongo (para SRC1 e p-actina) (Dako,
Carpentaria, CA, EUA), todos diluidos 1:1000 em PBS, overnight (para NCoR e SRC1) ou
por 1 hora na temperatura ambiente (para 0 REA e B-actina). Seguiu-se incubagéo dos cortes
com complexo avidina-biotina (Vectastain Elite ABC Kit — Vector Laboratories, Burlingame,
CA, EUA). Por fim, ap6s lavagens com PBS-Tween 0,05%, a marcacao foi visualizada por
meio da soluc¢do de 0,1% de 3,3’ diaminobenzidina em PBS contendo 0,05% de cloronaftol,
9% metanol e 0,04% de H20:..

As bandas principais com peso molecular compativel com o previamente descrito para
as proteinas alvo do estudo foram detectadas conforme figura abaixo (Ofiate et al, 1995;
Montano et al, 1999; Webb et al, 2003).

VP T
270 kDapp» NCOR

160k0ap- S I spe

38kDapp- s @SS REA
42kDapp- wme W B-actina

Figura 9 - Western blotting dos cofatores
NCoR, SRC1 e REA em prostata ventral (VP) e
testiculo (T) de ratos. B-actina foi utilizada com

0 controle interno do ensaio.
3.7 - ANALISES QUANTITATIVAS

Foi realizada estimativa da intensidade de expressdo de SRC1 nas células de Sertoli ao

longo do ciclo do epitélio seminifero, baseado em protocolo previamente estabelecido
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(Oliveira et al, 2007, Morais-Santos, 2015). Imagens do testiculo de trés animais foram
obtidas com o auxilio do programa Case Viewer (3DHISTEC Ltd., Budapest, Hungary),
transformadas em escala de cinza e o padrao de cores invertido utilizando o Image J (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Para tal, tracou-se a area do nucleo de 10
celulas de Sertoli de trés tabulos seminiferos em cada estadio do ciclo, por animal. A
intensidade média de pixels por area de nucleos foi mensurada e os resultados apresentados
como media + erro padrao.

Para determinar a quantidade de células reativas e ndo reativas para o SRC-1 no
epitélio dos ductulos eferentes, cinco ductulos da regido proximal foram selecionados
aleatoriamente, por animal, e foram contadas 10 células por ductulo, totalizando 50 células
por animal. Foram utilizados os programas Case Viewer (3DHISTEC Ltd., Budapest,
Hungary), para a captura das imagens, e ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA), para 0 processamento das imagens e estimativa de células positivas e

negativas. Os resultados foram expressos como porcentagem dessas células.

3.8 - ANALISES ESTATISTICAS

Os dados referentes a expressdo das proteinas foram analisados estatisticamente. Apos
o teste de normalidade, os dados contendo mais de dois parametros foram submetidos ao teste
de multipla variancia One-Way ANOVA, seguido do teste de Tukey, para comparagao post-
hoc entre grupos para comparagdes entre dois parametros, através do GraphPad Prism versao
5.00 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California, USA). Os dados foram
expressos em médias e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p < 0,05.
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4 - RESULTADOS

4.1 - TESTICULOS

4.1.1 - Imunolocalizacdo de SRC1

Em testiculos de animais de 1 a 5 dias de idade, as células de Sertoli, que constituem a
populacdo mais numerosa dos corddes seminiferos, foram intensamente positivas para SRC1
(Figura 10 A-B). Os gondcitos centrais apresentaram positividade moderada. As celulas
precursoras das células mioides e células de Leydig apresentam-se em sua maioria positivas
para o SRC1.

Com 10 dias de idade, intensa positividade foi observada nas células de Sertoli dos
cordBes seminiferos, bem como nas células mioides e de Leydig. Algumas células
germinativas (gondcitos e espermatogdnias) aparentam moderadamente positivas (Figura 10
C). Em adultos, a proteina coativadora SRC1 foi imunolocalizada no nucleo de células de
Sertoli e algumas células espermatogénicas nos tabulos seminiferos, apresentando variacao
estadio-especifica (Figura 11 A-N). As células de Leydig apresentaram moderada positividade
e as células mioides mostraram positividade intermitente para essa proteina.

Nas células de Sertoli houve marcacdo para SRC1 em tabulos seminiferos de todos os
estadios do ciclo do epitélio seminifero, no entanto, nos estadios XIV ao VI essas células
apresentaram mais intensa positividade para a proteina, a qual gradativamente reduziu do
estadio X ao XII (Figura 11 e 12). Destaca-se que nos estadios V e VI as células de Sertoli
foram as Unicas células imunorreativas no epitélio seminifero (Figura 11 E-F).

As espermatog6nias apresentaram-se negativas na maioria dos estadios, exceto nos
estadios XIlI a XIV, onde a imunomarcacdo das espermatogbnias do tipo A foi
moderadamente positiva (Figura 11 L-N).

Quanto aos espermatocitos, houve intensa positividade para SRC1 nos espermatocitos
em préleptdteno e leptdteno nos estadios VII ao 1X, enquanto os espermatécitos em zigoteno
apresentaram-se moderadamente positivos nos estadios XII ao XIV (Figura 11 G-H e L-N).
Os espermatocitos em paquiteno apresentaram-se fortemente positivos no estadio I, reduzindo
a reatividade até os estadios VII e VIII, quando atingiram padréo de background, retomando a
positividade moderada nos estadios subsequentes. N&o foi detectada marcacdo em
espermatocitos em dipléteno nem nas espermatides arredondadas e alongadas ao longo de
todo ciclo (Figura 11 A-N).
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Figura 10 - Expressdo de SRC1 nos testiculos de ratos Wistar de 1 a 10 dias de idade (A - C). Inserto em A = controle negativo. Asteriscos
= células Leydig; cabeca de seta = gondcitos; setas pretas = células mioides; S = células Sertoli; setas brancas = espermatogbnia. Barra: 50um.
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Figura 11 - Expressdo de SRC1 em testiculos de ratos Wistar adultos. (A-N)
Estadios representativos do ciclo do epitélio seminifero com imunomarcacdo estadio-
especifica para SRC1. (O) Controle negativo da imunohistoquimica. Inserto em |
destaca espermatogbnia A negativa no estddio XI. Retangulo em N destaca os
espermatdcitos em fase final de meiose no estadio XIV. A = espermatog6nia A; Al =
espermatides alongadas; Ar = espermétides arredondadas; B = espermatog6nia B; D =
dipléteno; In: intermediaria; L = leptéteno; Ld = células de Leydig; M = células
mioides; P = paquiteno; Pl = préleptéteno; S = células de Sertoli; Z = zigbteno. Barra =

50um. Barra no inserto = 20pum.
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Figura 12 — Intensidade de SRC1 em células
de Sertoli de testiculos de ratos Wistar ao
longo do ciclo do epitélio seminifero. Letras
diferentes indicam diferencas significativas
entre as fases do ciclo. p <0,05.

4.1.2 - Imunolocalizagcédo de NCoR

Em testiculos de animais neonatos de até 10 dias de idade, as células de Sertoli
bem como os gonadcitos foram moderadamente positivos para NCoR. A partir de 10 dias
de idade, as espermatogbnias do tipo A ja podiam ser observadas e também
apresentaram reatividade moderada. Moderada a fraca expresséo do NCoR foi
observada nas células precursoras das células mioides e das células de Leydig em todas
as idades.

Em testiculos de ratos adultos, imunoreatividade fraca a moderada para a
proteina NCoR foi observada em nucleo de células de Sertoli em todos estadios do ciclo
do epitélio seminifero (Figura 13A-N). Células peritubulares mioides e células de
Leydig foram em sua maioria positivas para a proteina.

As espermatogonias A, B e intermediarias mostraram-se moderadamente
positivas para NCoR, assim como 0s espermatdcitos em paquiteno nos estadios | a VI
(Figura 13 A-E). Os pré-leptotenos, leptotenos e zigotenos aparentaram moderadamente
positivos, exceto no estadio XIV quando ocorreram zigétenos ligeiramente mais
reativos. Os paquitenos nos estadios VII a XlI, assim como os diplotenos no estadio
X111 foram mais fortemente positivos (Figura 13 H-1 e M). Positividade nuclear intensa

foi observada nas espermatides arredondadas nos estadios | a V11, mas ndo nos estadios
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subsequentes, nem nas espermatides alongadas ou em alongamento ao longo do ciclo
(Figura 13 A-N).

Estadiol Estadio 111
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Figura 13 - Expressdo de NCoR em testiculos de ratos Wistar adultos. (A-O)
Estéadios representativos do ciclo do epitélio seminifero de testiculos de ratos 18 meses
de idade. Retangulo em N destaca os espermatdcitos em fase final de meiose no estadio
XIV. A = espermatogonia A; Al = espermatides alongadas; Ar = espermatides
arredondadas; B = espermatogdnia B; D = dipléteno; L = leptdteno; Ld = células de
Leydig; M = células mioides peritubulares; P = paquiteno; Pl = préleptdteno; S = células
de Sertoli; Z = zig6teno. Insertos em G e | = Espermatogdnia A. Barra = 50um. Barra
do inserto = 20um.



58

4.1.3 - Imunomarcacdo para REA ao longo do desenvolvimento pos-natal até
adulto

A proteina repressora de atividade de receptores de estrégenos (REA) foi
imunolocalizada no ndcleo de células de Sertoli e células germinativas nos corddes ou
tibulos seminiferos, mas ndo foi detectada nas células de Leydig e células mioides
peritubulares nas idades analisadas (Figura 14 A-D).

Em testiculos de animais neonatos (5 e 10 dias), intensa imunoreatividade para
REA foi detectada nas células de Sertoli, que constituem a populacdo mais numerosa
dos cordbes seminiferos (Figura 14A e B). Os gondcitos apresentaram-se negativos,
exceto quando essas células estavam em proliferacdo, onde foi identificada marcagédo
citoplasmatica. Raras espermatogénias foram observadas em cord@es seminiferos de
animais com 10 dias de idade, as quais mostraram-se imunonegativas para REA (Figura
14 B).

Em animais de 20 dias de idade, as células de Sertoli apresentaram-se
intensamente positivas e as espermatogonias foram negativas para o REA (Figura -14
C). Néo foi detectada marcacdo nuclear em espermatocitos iniciais que povoam o centro
dos tubulos, mas foi comumente visualizada positividade citoplasmatica.

Aos 30 dias de idade, foram reconhecidas espermatogoOnias tipo A,
espermatocitos em paquiteno e espermatides arredondadas positivas para REA,
enguanto os espermatdcitos iniciais (pré-leptéteno a zigdteno) mostraram-se negativos
para REA (Figura 14 D).
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Figura 14 - Expressdo de REA (vermelho) em testiculos de ratos Wistar de 5 a 30
dias de idade. Os circulos nas imagens A e B destacam a intensa expressdo
citoplasmatica de REA nas células em proliferacdo. As setas em A e B indicam as
células midides peritubulares e os asteriscos, as precursoras das células de Leydig. As
setas em C e D indicam as células peritubulares midides e os asteriscos, as células de
Leydig. Inserto em D = controle negativo. A = espermatogbnia A; Ar = espermatides
arredondadas; G = gondcitos; Es = espermatogbnias; Ep = espermatdcitos; S = células
de Sertoli; DNA foi marcado pelo DAPI (azul). Barra = 50um.

A partir de 40 dias de idade foi possivel distinguir nos tabulos seminiferos os
estadios do ciclo do epitélio seminifero, sendo que a expressdo de REA nos mesmos foi
semelhante nos animais adultos até a velhice (Figura 15 A-1). Nas células de Sertoli a
positividade para REA foi intensa em tlbulos seminiferos de todos os estadios do ciclo.
Nas células germinativas, a expressdo de REA apresentou variacdo estadio especifica

COMO Se segue.
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As espermatogoénias do tipo A apresentaram positividade intermitente para REA,
enquanto as espermatogdnias intermediérias e do tipo B foram negativas (Figura 15 A-
I). Quanto aos espermatocitos, ndo foi detectada marcacdo nuclear em pre-leptdtenos,
leptdtenos, zigotenos e paquitenos do estadio | a VI (Figura 15 A-D). Por outro lado,
houve positividade para REA nos espermatdcitos em paquitenos a partir do estadio VII
e em diploteno (Figura 15 E-1). No estddio XIV foi observada intensa marcacao
citoplasmatica nos espermatocitos primarios em fases mais tardias da meiose I, tais
como metéfase e anafase, assim como em espermatdcitos secundarios em meiose I,
esses vistos mais raramente (Figura 15 1).

As espermatides arredondadas mostraram-se positivas para REA nos estadios | a
VIl (Figura 15 A a E). Nos estadios IX ao Xl, quando as espermatides estdo em
alongamento, foi detectada marcacdo citoplasmatica para REA na fina margem de
citoplasma perinuclear (Figura 15 F e G). As espermétides alongadas foram negativas
em todos os estadios.

Um resumo da expressao de REA nos testiculos ao longo do desenvolvimento

pos-natal e senescéncia encontra-se no quadro I1.



Quadro I1: Expressdo de REA nos testiculos de ratos Wistar ao longo do desenvolvimento pés-natal até adulto.

Espermatides alongadas

Idades/Estadio MESELEL - Puberes a Senis

Juvenil | 1 | i [ [ v [ v [ v vinivinax | X [ X[ XXX

Células Leydig + - - - - - - - - - - - - - -

Células Midides - - - - - - - - - - i - - _ -
Células Sertoli e N I o o I e e o s s s s e o S R S S S
Espermatogénia A -I* H- - - H- 4 - - - 4 - - 4+ +H-
Espermatogonia In e B J++ |NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA

Espermatdcitos -[++

Préleptoteno -[* NSA NSA NSA NSA NSA NSA - - NSA NSA NSA NSA NSA NSA
Leptdteno - NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA - - - NSA NSA NSA

Zigbteno - NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA - -
Paquiteno - - - - - - - 4+ A+ A+ A+ A+ 4+ NSA -+

Dipléteno - NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA +++ **
Ersrzgz)mngggae: - IR & = T = = T = = S S A S A i - NSA NSA NSA
- - - - -+ - - - NSANSA - - - -

Neonatais a juvenis (5 a 30 dias de idade) e puberes a senis (40 dias a 24 meses de idade); |1 a XIV indicam os estadios do ciclo

do epitélio seminifero; (+++): intensa marcacdo nuclear; (++): moderada marcacdo nuclear; alterndncia de nucleos

moderadamente positivos e nucleos negativos em um mesmo estadio; (+/-): marcacdo nuclear intermitente; (-): negativo; (*):

marcacao citoplasmatica; NSA: ndo se aplica.
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REA ERB

Figura 15 - Expressdo de REA e ERp em testiculos de ratos Wistar adultos. (A-1)
Expressdo de REA (vermelho) em estadios representativos do ciclo do epitélio
seminifero de testiculos de ratos de 18 meses de idade. (J-R) Expressio de ERp
(vermelho) em estadios representativos do ciclo do epitélio seminifero de testiculos de
ratos de 18 meses de idade. Retangulo em | e R destaca os espermatécitos em fase final
de meiose no estadio XIV. A = espermatogdnia A; Al = espermaétides alongadas; Ar =
espermatides arredondadas; B = espermatogbnia B; D = dipldteno; LD = células de
Leydig; M = células peritubulares mioides; P = paquiteno; Pl = préleptéteno; S =
celulas de Sertoli; Z = zigo6teno. Inserto em E e N = controle negativo; DNA foi
marcado pelo DAPI (azul). Barra = 50um.
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4.1.4 - Imunomarcacdo para ERP ao longo do desenvolvimento poés-natal até
adulto

Nos testiculos de animais neonatais (5 e 10 dias), intensa imunoreatividade
nuclear e citoplasmatica para ERP foi detectada nas células de Sertoli, que constituem a
populacdo mais numerosa dos cordfes seminiferos (Figura 16 A-B). Os gondcitos
também apresentaram citoplasma intensamente positivo, principalmente quando essas
células estavam em proliferacdo (Figura 16 A-B). Né&o foi detectada reatividade nos
precursores das células peritubulares mioides, enquanto no intersticio algumas células,
possivelmente precursoras de células de Leydig, apresentaram discreta positividade para
ER(.

Em animais de 20 dias de idade, as células de Sertoli apresentaram-se
intensamente positivas para o ERp tanto no nicleo quanto no citoplasma (Figura 16 C).
N&do foi detectada marcagdo nuclear em espermatogbnias nem em espermatocitos
iniciais que povoam o centro dos tdbulos, mas foi comumente visualizada intensa
positividade citoplasmatica nas células em fase final da divisdo celular.

Aos 30 dias de idade, foram reconhecidas espermatogénias tipo A,
espermatocitos em paquiteno e espermatides arredondadas positivos para ER,
enguanto os espermatdécitos iniciais (préleptoteno a zigbteno) mostraram-se negativos
(Figura 16 D). As células peritubulares mioides apresentaram positividade intermitente.
As células de Leydig apresentaram positividade nuclear e citoplasméatica em ambas as
idades, sendo mais intensa aos 30 dias de idade.
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30 dias

Figura 16 - Expressao de ERp (vermelho) em testiculos de ratos Wistar de 5 a 30

dias de idade (A-D). Cabeca de seta em B indica precursores de células miogides. As

setas em C indicam as células midides. Inserto em B = controle negativo. A

espermatogdnia A; Ar = espermatides arredondadas; L = células de Leydig; G
gondcitos; Es = espermatogdnias; Ep = espermatocitos; S = células de Sertoli; DNA foi

marcado pelo DAPI (azul). Barra = 50pum.

Dos 40 dias de idade até a senescéncia (24 meses de idade), a expressao de ER
nos tubulos seminiferos foi semelhante (Figura 15 J-R). O receptor foi intensamente
imunolocalizado no nucleo das células de Sertoli em todos os estadios do ciclo do
epitélio seminifero. Nas células germinativas, a expressdo para essa proteina apresentou
variacdo estadio-especifica. As espermatogdnias apresentaram moderada positividade
para ERB em todos os estadios do ciclo (Figura 15 J-R). Os espermatocitos em

préleptotenos foram positivos para o ERP nos estadios V ao VIII, enquanto 0s
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espermatdcitos em leptotenos e zigotenos foram negativos para ERB (Figura 15 L-R).
Por outro lado, houve positividade evidente para ERP nos espermatocitos em paquiteno
a partir do estadio V até dipléteno no estadio X1V (Figura 15 J-R). No estadio X1V foi
observada intensa marcacao citoplasmatica nos espermatocitos primarios em fases
tardias da meiose, tais como metafase e anafase (Figura 15 R). As espermatides
arredondadas foram discretamente positivas para ERB nos estadios I-VI, mas a
positividade desapareceu nos demais estadios em que essas células se apresentaram
(Figura 26 15 J-N). As espermatides alongadas foram negativas para ER em todas as
fases do ciclo em que elas se encontravam. As células mioides peritubulares
apresentaram positividade intermitente e no compartimento intertubular, as células de
Leydig apresentaram positividade para ERB (Figura 15 L).

Um resumo da expressdo do ERp nos testiculos encontra-se no quadro Il1.
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Quadro 111: Expressiao do ERp nos testiculos de ratos Wistar ao longo do desenvolvimento pos-natal até adulto.

Idades/Estadio Neonatal Plberes a Senis
uvenil | 1 [ o [ m [ av [ v v v v ] x| x| oxi | x| x| Xiv
++H/++ A+ A ++++ [ A A A A
. . + ++/+++ -/t ++/+++
Células Leydig + + + + + + + +
Celulas Mioides - -+ -1+ -1+ -1+ -1+ -1+ -1+ -1+ -[+ -1+ -1+ -1+ -1+ -1+
Células Sertoli +++/* +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Gonocitos -I* NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA
Espermatog(’jnia A -[++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Espermatog6nia In e B -[++ NSA NSA NSA NSA ++ ++ NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA
Espermatdcitos -[++
Préleptdteno -I* NSA NSA NSA NSA ++ ++ ++ ++ NSA NSA NSA NSA NSA NSA
Leptdteno - NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA - - - NSA NSA NSA
Zigoéteno - NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA - - NSA
Paquiteno - - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ NP *%
Diploteno - NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA NSA  +++ faled
Espermatides o Lt + + - - - - - NSA NSA NSA  NSA NSA
arredondadas
Espermatides ) ) 3 3 i ) . - - NSA  NSA - - - -

alongadas

Neonatais a juvenis (5 a 30 dias de idade) e puberes a senis (40 dias a 24 meses de idade); |1 a X1V indicam os estadios do ciclo do epitéelio
seminifero; (+++): intensa marcacdo nuclear; (++): moderada marcagdo nuclear; (++/-): alternancia de nucleos moderadamente positivos e
nucleos negativos em um mesmo estadio; (+/-): marcacdo nuclear intermitente; (-): negativo; (*): marcacao citoplasmatica; NSA: ndo se aplica.
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4.2 - DUCTULOS EFERENTES

Foi realizado mapeamento da expressdo de cofatores SRC1 e NCoR nos
ductulos eferentes ao longo do desenvolvimento pos-natal e adulto. O segmento inicial
do epididimo de ratos adultos também foi analisado como uma referéncia para as

regides morfoldgicas dos ductulos eferentes.

4.2.1 - Imunomarcacéo para SRC1

Os ductulos eferentes de 1 dia de idade sdo revestidos por epitélio cubico a
cilindrico indiferenciado, o qual apresenta intensa positividade nuclear para SRC1 (Fig.
17). O epitélio é circundado por uma bainha de células mesenquimais peritubulares,
dispostas concentricamente, as quais sdo também intensamente positivas para SRC1. As
células mesenquimais entre os ductulos em formacdo apresentam positividade
intermitente para o coativador.

Com 5 dias de idade, o epitélio ainda sem a diferenciacdo em células ciliadas e
ndo ciliadas permanece fortemente positivo, bem como as células peritubulares que ja se
organizam em 3 a 4 camadas de células com nucleos alongados, semelhante a células
musculares lisas (Figura 17).

No epitélio dos ductulos com 10 dias de idade, € possivel identificar esporadicas
células com nucleos negativos para SRC1 interpostos entre as células epiteliais positivas
(Figura 17). Com 15 dias de idade, nicleos em posicdo apical, correspondentes ao
conhecido para células ciliadas, apresentam-se com positividade moderada a intensa
para o coativador.

Nos animais de 20 dias de idade, os ductulos apresentam epitélio de
revestimento com células ciliadas e ndo ciliadas diferenciadas e fortemente positivas
para SRC1. A camada muscular lisa é bem definida, com 2 a 3 camadas celulares, as
quais sdo em sua maioria positivas para a proteina. No tecido conjuntivo intertubular, as
células possuem nucleo com positividade intermitente.

A partir de 30 dias de idade, o padrdo de coloragdo mantém-se similar ao
anterior, sendo que o epitélio dos ductulos eferentes apresenta caracteristicas de epitélio
maduro, com evidente diferenciacdo das células epiteliais ciliadas e ndo ciliadas. Forte

marcacdo para o SRC1 foi observada em ambos tipos celulares (Figura 17).
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Nos adultos, as células epiteliais ciliadas e ndo ciliadas ao longo dos ductulos
eferentes apresentaram forte imunomarcacdo nuclear para SRC1 (Figura 18 A-B).
Algumas células negativas foram observadas, principalmente na regido proximal dos
ductulos (Figura 19). As células musculares lisas peritubulares e as células do tecido
conjuntivo circundante apresentaram marcacao intermitente.

Marcagdo nuclear intensa foi também observada nas células epiteliais do
segmento inicial do epididimo, incluindo células principais, basais, apicais e estreitas
(Figura 19 C). As células musculares lisas peritubulares e as células do tecido

conjuntivo circundante apresentaram marcacgéo intermitente (Figura 19 A-C).



 NEGATIVO
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Figura 17 - Expressdo de SRC-1 nos ductulos eferentes de ratos Wistar de 5 a 30 dias de idade (A - E). A = visdo panoramica dos
ductulos eferentes de animais pré-puberes; F = controle negativo. Asteriscos = tecido conjuntivo; C = células ciliadas; cabec¢a de seta em C =
células epiteliais negativas; ec = células epiteliais; ED = ductulos eferentes; EP= epididimo; NC = células ndo ciliadas; M = células

mesenquimais; setas = células mesenquimais peritubulares/células musculares lisas; T = testiculo. Barra: 50um.
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Proximal

Figura 18 - Expressdo de SRCL1 nos ductulos eferentes e segmento inicial do epididimo de ratos Wistar adultos. (A e B) Porcao proximal e
terminal dos ddctulos eferentes. (C) Transicdo dos ductulos eferentes (ED) para segmento inicial do epididimo (1S). Inserto em B = controle
negativo. Asteriscos = tecido conjuntivo; C = células ciliadas; cabeca de seta = células basais; IS = segmento inicial; nc = células néo ciliadas; P
= células principais; Setas = células musculares lisas. Barra no inserto = 50um.
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Figura 19 - Proporcdo de células epiteliais
imunopositivas e negativas para SRC1 nos ductulos
eferentes de ratos Wistar adultos. p <0,05.

4.2.2 - Imunomarcacgéo para NCoR

Os duactulos eferentes de 5 dias de idade possuem epitélio com moderada
positividade nuclear e citoplasmatica para 0 NCoR. A bainha de células peritubulares e
intertubulares apresentam positividade intermitente para o coativador.

Com 10 dias de idade o epitélio mantém o mesmo padrdo de positividade
anterior, exceto pela camada de células peritubulares que ja se organizam em 2 a 3
camadas de células delgadas.

Nos animais de 20 dias de idade, o epitélio dos ductulos eferentes permanece em
sua maioria positivo para 0 NCoR, tanto no nucleo quanto citoplasma, mas foi comum
observar células com nucleos negativos interpostos entre as células epiteliais positivas.

A partir de 30 dias de idade, o padrdo de positividade mantém-se similar ao
anterior, mas ja é possivel distinguir no epitélio as células ciliadas e ndo ciliadas, ambas
positivas para NCoR.

Em adultos, imunomarcacdo para NCoR foi observada no nucleo das células
ciliadas e células ndo ciliadas do epitélio dos ductulos eferentes (Figura 20 A-C). N&o
foi detectada alteracdo na positividade epitelial para 0 NCoR ao longo dos ductulos.

No segmento inicial do epididimo, forte marcagdo nuclear foi observada nas
células epiteliais incluindo células principais, basais, apicais e estreitas. Esporadicas
celulas negativas foram observadas no epitélio de ambos os segmentos (Figura 20 A-C).

As células musculares lisas que circundam os dictulos eferentes e o epididimo
bem como as células do tecido conjuntivo adjacente apresentaram marcagao
intermitente para NCoR (Figura 20 A-C).
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Proximal

Figura 20 - Expressao de NCoR nos ductulos eferentes e segmento inicial do epididimo de ratos Wistar adultos. (A e B) Porcao proximal e
terminal dos ddctulos eferentes. (C) Transi¢do dos ductulos eferentes (ED) para segmento inicial do epididimo (IS). Inserto em B = controle
negativo. C = células ciliadas; cabeca de seta = células basais; nc = células ndo ciliadas; P = células principais; Setas = células musculares lisas.
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4.3 - PROSTATA VENTRAL
Foi realizado mapeamento da expressédo do coativador SRC1 e correpressor NCoR na

préstata de ratos neonatos e adultos, conforme resumido no quadro V.

4.3.1 - Imunomarcacgéo para SRC1

Animais de 1 dia de idade apresentaram prostata ventral rudimentar ainda sem
adenémeros diferenciados, sendo evidenciados apenas primordios de glandulas, com
macicos celulares entremeados por abundante mesénquima (Figura 21 A). Os maci¢os
celulares dos primdrdios glandulares, bem como as células mesenquimais circundantes,
apresentaram intensa marcacgéo nuclear para o SRC1.

Com 5 de idade ja é possivel delinear melhor o epitélio em formacéo, bem como
no mesénquima circundante distinguem-se algumas células com distribuicéo peritubular
concéntrica, e outras que se mantém aleatoriamente dispostas entre 0os componentes
glandulares. A positividade nuclear para SRC1 se mantem no epitélio, enquanto as
células peritubulares e do estroma apresentam positividade intermitente (Figura 21 B).

Aos 10 dias de idade, os adenémeros da prostata ventral apresentam lumen bem
definido e revestido por epitélio com nucleo bem corado para o SRC1 (Figura 21 C). A
camada de células musculares lisas peritubulares sdo em sua maioria positivas para
SRC1 e as células do estroma apresentaram marcacgdo intermitente.

A partir de 15 dias de idade até os animais pds-puberes, o perfil de expressao do
SRC1 se manteve similar, sendo possivel identificar as células basais e luminais no
epitélio dos adenémeros, as quais apresentaram intensa marcacao nuclear (Figura 21 D).
A camada de células musculares lisas que circundam os adenémeros sdo em sua maioria
positivas para SRC1, enquanto as células do estroma prostatico apresentam positividade
intermitente. N&o houve alteracdo do perfil de expressio do SRC1 com o

desenvolvimento da prostata até adultos (Figura 22 A-C).
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Figura 21 - Expressdo de SRC1 na prostata ventral de ratos Wistar de 1 a 60 dias de idade (A - F). Inserto em C = controle negativo.
Inserto em E mostra em detalhe a célula basal. Asteriscos = tecido conjuntivo do estroma; cabeca de seta = células basais; ec = células epiteliais
indiferenciadas; LC = células luminais; Lu = lamen; M = células mesenquimais peritubulares; setas = células musculares lisas. Barra: 50um.
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Figura 22 - Expressdo de SRC1 na prostata ventral de ratos Wistar adultos (A - D). Asteriscos = estroma; cabega de seta = células basais;
LC = células luminais; Lu = limen; setas = células musculares lisas. Barra = 50um. Barra em C = 20um.
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4.3.2 - Imunomarcacao para NCoR

Nos animais de 1 dia de idade, NCoR foi fortemente expresso nos macicos
celulares dos primordios glandulares, tanto no ndcleo quanto no citoplasma, bem como
nas células mesenquimais circundantes (Figura 23 A). No entanto, as células
mesenquimais presentes entre os primérdios glandulares apresentaram positividade
nuclear intermitente.

Com 5 dias de idade, quando ja é possivel delinear melhor o epitélio em
formagdo, a positividade epitelial manteve-se semelhante aos animais recém-nascidos,
mas houve definicdo de uma camada de células peritubulares subepiteliais negativas
para NCoR (Figura 23 B).

Aos 15 dias de idades, os adendmeros ja com limen bem definido e revestido
por epitélio formado por células basais e luminais, apresentaram nucleo bem marcados
(Figura 24 C). A camada de celulas musculares lisas peritubulares e as células do
estroma possuem positividade intermitente para NCoR (Figura 23 C).

O padréo de expressdo manteve-se semelhante nos animais a partir de 30 dias de
idade até nos adultos, com positividade nas células epiteliais luminais e basais, mas

celulas musculares lisas e do estroma intermitentes para NCoR (Figura 23 D e 24 A-C).



Figura 23 - Expressdo de NCoR na prostata ventral de ratos Wistar de 1 a 30 dias de idade (A - D). Inserto em D =
controle negativo. Asteriscos = estroma; cabeca de seta = células basais; ec = células epiteliais indiferenciadas; LC = células
luminais; Lu = limen; M = células mesenquimais; setas = células musculares lisas. Barra = 100 um.
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Figura 24 - Expressdo de NCoR na prostata ventral de ratos Wistar adultos (A - C). (D) Controle negativo. Asteriscos = estroma; cabega de
seta = células basais; e = endotélio; LC = células luminais; Lu = limen; setas = células musculares lisas. Barra em A: 100 um. Barra (B-D) = 50
pm.
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Quadro 1V: Expressdo de SRC1 e NCoR na prostata ventral de ratos Wistar ao
longo do desenvolvimento pds-natal e adultos.

Epitelio Células Células Células musculares Celul_as .
Idades | . . ; ) o X . mesenquimais/
indiferenciado | basais luminais lisas perialveolares .
estromais
SRC1
Neonatais +++ +++ NSA +++/- +++/-
Juvenis NSA +++ +++ ++/- +/-
Adultos NSA +++ +++ ++/- +/-
NCoR
Neonatais +++ +++ NSA - +++/-
Juvenis NSA +++ +++ +/- +/-
Adultos NSA +++ +++ +/- +/-

Neonatais (5 a 10 dias de idade), pré-puberes e adultos (15 a 60 dias de idade) e idosos
(3-24 meses); (+++): intensa marcacdo nuclear; (++/-): alternancia de nucleos
moderadamente positivos e nlcleos negativos; (+/-): marcagdo nuclear intermitente; (-):
negativo; NSA: ndo se aplica.
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5 - DISCUSSAO

Neste trabalho, determinamos de forma sistematica a expressdo do coativador
SRC-1 e do correpressor NCoR em trés importantes Orgdos do sistema genital
masculino de ratos, que apresentam expressdo diferencial de receptores para seus
principais moduladores, que sdo andrdgenos (AR) e estrogenos (ERa e ERB). Os dados
sobre expressdo de cofatores em ddctulos eferentes sdo inéditos. Demonstramos
também pela primeira vez a ocorréncia e distribuicao celular da proteina repressora de
atividade de receptores de estrogenos (REA) nos testiculos de ratos Wistar desde o

periodo pré-natal e ao longo da vida do individio.

Testiculos

As células de Sertoli mostraram-se positivas para todos os cofatores analisados,
desde o periodo neonatal até adulto, enquanto as células mioides e células de Leydig
apresentaram marcagdo intermitente. Nos adultos, os correpressores NCoR e REA néo
variaram sua expressdo ao longo do ciclo do epitélio seminifero, enquanto SRC1
apresentou variacdo estadio dependente nas células de Sertoli, sendo mais expressa nos
estadios pds-meidticos e pré-espermiacao (I a VIII). Destaca-se que no estadio V-VI as
celulas de Sertoli foram as Unicas células imunorreativas para SRC1 no epitélio
seminifero. Positividade para SRC1 em células de Sertoli e de Leydig foi previamente
descrita em testiculo de ratos, mas sem mencdo sobre variacdo com o ciclo do epitélio
seminifero (lgarashi-Migitaka et al, 2005). Por outro lado, Salian et al (2009)
encontraram méaxima expressdo de SRC1 em células de Sertoli nos estadios Il e VIII,
reduzindo do estadio IX ao X1V, corroborando nossos resultados.

Sabe-se que as células de Sertoli expressam importantes receptores nucleares,
incluindo receptores de androgenos e estrogenos, que requerem cofatores para modular
sua acdo. A distribuicdo de AR ¢ estadio dependente, sendo mais expressa nos estadios
VI-VII (Sar et al, 1990; Bremner et al, 1994; Oliveira et al, 2009). Dados sobre a
ocorréncia de ERa em células de Sertoli sdo controversos, sendo descrita para algumas
espécies (Ramesh et al, 2007 — fetos de suino), mas considerada nao reativa para outras
(Fisher et al, 1997 — sagui; Saunders et al, 2001 — homem e primatas; Nie et al, 2002 —
gato e cdo; Zhou et al, 2002 - camundongo; Hejmej et al, 2005 - equinos; Oliveira et al,
2009 — morcego), incluindo ratos (Fisher et al, 1997; Oliveira et al, 2003). Como aqui

demonstrado e corroborado por dados consensuais da literatura, a expressao de ERf nas
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células de Sertoli é intensa e homogénea, independente da idade e do estadio do ciclo
(Saunders et al, 1998 e 2001; van Pelt et al, 1999; Nie et al, 2002; Zhou et al, 2002;
Ramesh et al, 2006; Condé et al 2009; Oliveira et al, 2009), paralelo ao encontrado no
presente estudo para REA e NCoR. Pelo exposto, € possivel que tanto REA quanto
NCoR possam interagir com esse receptor e modular a resposta a estrégenos nos
testiculos.

A expressdo de SRC1 aqui descrita contrasta com a ocorréncia de AR, a qual é
também estadio-especifica, mas se expressa mais fortemente nos estadios VI-VIII
(Bremner et al, 1994; Zhou et al, 2002; Oliveira et al, 2009), onde o coativador € menos
reativo para SRC1. Embora SRC1 seja reconhecido como importante no mecanismo de
ativacdo da transcricdo induzida por androgenos nas células de Sertoli, é possivel que
existam coativadores alternativos a SRC-1, que medeiam a ativacdo de AR nas fases
mais responsivas a androgenos.

As caracteristicas da expessdo do REA observadas nas células de Sertoli e nas
células geminativas ao longo do desenvolvimento do testiculo coincidiu com a expessdo
de ERpB nas mesmas células testiculares. Estudos com animais knockouts para o REA
demonstraram a importancia desse correpressor para o desenvolvimento, uma vez que a
delecéo do gene provoca a letalidade dos embrides (Park et al, 2005). Esses resultados
reforcam uma possivel participacdo dos estrogenos no desenvolvimento dos testiculos e
que o REA seria um importante regulador de suas atividades, atuando pela interacédo
com o ERp.

Positividade para o0 SRC1 foi observada em gondcitos nos testiculos de animas
neonatos, permanecendo reativo quando essas diferenciam-se em espermatogobnias A.
No entanto, nos animais adultos, as espermatog6nias foram, em sua maioria, negativas
para SRCL1, exceto nos estadios X1l a XIV quando moderada expressao foi detectada em
espermatogdnias A. Quanto aos corepressores, 0S gonocitos e as espermatogoénias
apresentaram positividade para NCoR e REA. Considerando que espermatogdnias séo
positivas para ERP, mas ndo para AR ou ERa (Bremner et al, 1994; Saunders et al,
1998 e 2001; van Pelt et al, 1999; Zhou et al, 2002; Zhou et al, 2002; Oliveira et al,
2009), NCoR e REA podem ser importantes na modulagdo da agdo estrogénica via ERp.
Corroborando esse ponto de vista, experimentos in vitro comparando os efeitos de
DHT, 3B-diol e estradiol sobre a sintese de DNA no epitélio seminifero de ratos,
mostraram que os esteroides estrogénicos 33-diol e estradiol, mas ndo a DHT, exercem

efeito estimulatério similar na sintese pré-mitotica de DNA em segmentos de tabulos
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seminiferos em estadio I, enquanto nos estadios V, VII e VIII-IX ndo responderam
(Wahlgren et al, 2008). A marcacdo das células em proliferacdo revelou que essas eram
espermatogdnias A. Nossos resultados mostram a expressio do SRC1 em
espermatogonias nos estadios XII e XIV que precedem o estadio I, mas os quais ndo
foram abordados no estudo in vitro. Ndo por acaso, esses sdo 0s estadios em que
ocorrem mitoses de espermatogdnias A. Os autores sugerem que 3B-diol possa ser um
fator de crescimento para as células germinativas, estimulando a sintese pré-mitotica de
DNA, numa via dependente de ERB. Em conjunto, esses dados indicam que embora o
coativador SRC1 pareca exercer funcdo em estadios pontuais, a presenga do corepressor
REA e NCoR nas espermatogOnias em todas as fases da espermatogénese pode ser
importante para modular sua atividade proliferativa, dependente de ERf, ao longo de
todo o ciclo.

A ocorréncia de REA em nucleo de espermatogdnias a partir de 30 dias de idade,
bem como no citoplasma de gondcitos em proliferacdo nos periodos neonatais, esta de
acordo com a distribuicdo j& descrita para ER nos testiculos de ratos fetais/perinatais e
adultos (Saunders et al, 1998; van Pelt et al, 1999) e também confirmada presentemente.
Essas sdo sabidamente as células que proliferam mitoticamente, originando as demais
células do epitélio seminifero, num processo que precisa ser finamente modulado por
fatores locais. De fato, ha evidéncias que dentre esses fatores estdo os estrogenos.
Nesse sentido, o efeito mitogénico de estrogenos ja foi demonstrado in vitro, sendo
capaz de estimular a proliferacdo de gondcitos de ratos de 3 dias de idade (Li et al,
1997). Confirmando esse dado, células de Sertoli sdo consideradas fonte primaria de
estrégenos nos testiculos em desenvolvimento (Hess, 2014), sendo que os niveis de
aromatase atingem seu maximo exatamente em torno de 30 dias de idade (Carreau e
Hess, 2010). Dessa forma, a expressdo paralela de REA pode estar relacionada com
modulacgéo dessa atividade proliferativa de gondcitos e espermatogénias, possivelmente
estimulada por acdo paracrina dos estrogenos provenientes das células de Sertoli. Fato é
que tanto REA quanto ER deixam de se expressar nos espermatdcitos iniciais, quando
a atividade proliferativa ja se encerrou.

Seguindo no processo espermatogénico, SRC1 foi fortemente expresso nos
espermatocitos em etapas iniciais de meiose (pré-leptdteno a zigéteno). Em paquitenos a
reatividade foi mais intensa nos estadios pds-meiéticos, reduzindo gradativamente até se
tornar indetectavel nos estadios VIl e VIII, retomando moderadamente nos estadios

subsequentes. O corepressor NCoR foi detectavel em nucleo de espermatocitos em
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todas fases da profase | (pré-leptéteno a dipléteno), sendo mais expressivo em
paquitenos nos estadios VI a XllI e diplétenos. Em contraste, Salian et al (2009) nao
detectaram NCoR em células espermatogénicas. Em relacdo a REA e ERp, esses foram
negativos para espermatocitos em fases iniciais de meiose, mas ambos foram detectados
nos estadios de paquitenos a partir da metade do ciclo do epitélio seminifero e em
dipléteno, corroborando dados existentes sobre ER para diversas espécies (Saunders et
al, 1998; Van Pelt et al, 1999; Saunders et al, 2001; Oliveira et al, 2009). Os resultados
realcam ainda mais a possivel interacdao entre ERB e REA, ja que esse ¢ o receptor de
esteroide sexual presente nas espermatocitos em paquiteno e dipl6teno (Saunders et al,
1998; Van Pelt et al, 1999; Saunders et al, 2001; Oliveira et al, 2009).

Intensa positividade para 0 REA e NCoR foi detectada nas espermatides
arredondadas nos estadios pos-meioticos (I ao VIII). Espermatides arredondadas
também sdo positivas para ERP nos estadios iniciais do ciclo (presente estudo), o que
vai de encontro com dados previamente descritos (Van Pelt et al, 1999; Saunders et al,
2001; Oliveira et al, 2009; Assis et al, 2016). Ocorréncia similar de ERpB foi descrita
para morcegos Artibeus lituratus, onde a proteina foi mais fortemente expressa nessas
celulas nos estadios pds-meidticos (V-VI pela classificagdo morfoldgica), reduzindo na
espermiacdo (estadios VII-VIII pela classificagdo morfologica) até desaparecer nos
demais estadios (Oliveira et al, 2009). Também em humanos e macacos, reatividade
para ERP foi detectada imediatamente apds a formagao das espermatides até o inicio da
condensacdo nuclear (Saunders et al, 2001). Esses dados s&o indicativos de que
estrogenos sdo importantes também em outras funcBes, tais como meiose e
espermiogénese, além de modular proliferacéo celular.

A expressdo de ERP e REA de paquiteno a espermatide arredondada ¢ um dado
interessante considerando que aromatase, a enzima responsavel pela biossintese de
estrogenos, é encontrada nessas células em niveis até mais altos que nas células de
Leydig dos testiculos (Janullis et al, 1998; Levallet et al, 1998). A presenca de REA
pode ser importante no sentido de modular a agdo estrogénica local, persistindo nas
espermatides mesmo em fases do ciclo em que os ERf ja ndo sdo mais imunodetectados
nessas células.

Intensa marcacdo citoplasmatica para REA foi detectada em células em plena
atividade mitética, como nos estagios iniciais do desenvolvimento do testiculo e
também em espermatécitos em fases finais da meiose no estadio XIV.

Interessantemente, distribuicao citoplasmatica de ERP foi também evidenciada em
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espermatdcitos em segunda divisdo meidtica (Saunders et al, 1998). A presenca de REA
em diferentes compartimentos celulares, incluindo nucleo, mitocondria e citoplasma ja
estd bem estabelecida, acreditando-se que sua funcao possa ser diversa dependendo da
localizacdo intracelular, como por exemplo proliferagdo, morte celular, envelhecimento
e repressor da diferenciagdo de células musculares (Sun et al, 2004; Bogenhagen et al,
2008; Artal-Sanz et al, 2009). Além disso, a presenca do REA no citoplasma é um
importante protetor dos centrdmeros e permite a coesdo das cromatides em atividade
mitotica (Takata et al, 2007). Nesse sentido, além do conhecido papel como supressor
de transcricdo génica, quando localizada no nucleo, essa proteina pode ainda estar
envolvida com estabilizagdo mitocondrial, incluindo modulagdo do DNA mitocondrial e
de processos dinamicos como fissao e fusdo mitocondrial (Bavelloni et al, 2015). Sendo
esses eventos comuns em células em preparacdo para divisdo, essa pode ser a
justificativa para a ocorréncia de intensa expressdo de REA citoplasmatica por nés
detectada. Ha ainda a possibilidade da proteina no compartimento mitocondrial
participar de inibicdo de apoptose (Kasashima et al, 2009).

Interessantemente observou-se que tanto nas células de Sertoli quanto nas
células espermatogénicas em paquiteno e dipléteno, assim como nas espermatides
arredondadas e alongadas, houve positividade citoplasmatica para NCoR e REA.
Informacdes sobre NCoR nos testiculos sdo escassas, mas ha relato de que o repressor
se expressa tanto no nucleo quanto no citoplasma de células de Leydig de ratos e que
essa € reduzida por BPA (Salian et al, 2009). Esses autores ndo detectaram a proteina
nos tubulos seminiferos, mas o achado em citoplasma de células de Leydig corrobora
nossos resultados, apontando que NCoOR possa se localizar em ambos o0s
compartimentos celulares. A funcdo melhor conhecida para NCoR e REA ¢é repressao
de transcricdo génica, 0 que requer sua localizacdo nuclear caracteristica. No entanto,
para ambos 0s correpressores sdo crescentes as informacgdes sobre localizagédo
citoplasmatica em tecidos e linhagens celulares diversos, tanto em tecido normal quanto
carcinogénico, incluindo epitélio coloretal (Tzelepi et al, 2009), tiredcitos (Furuya et al,
2007), melanoma (Gallardo et al, 2015), mama (Espinosa et al, 2001; Gallardo et al,
2004) e epitelio prostatico (Lopez et al, 2016). A presenca de correpressores
citoplasmaticos indica que esses podem desempenhar fungdes adicionais a modulagéo
transcricional (Hermanson et al, 2002; Furuya et al, 2007; Tzelepi et al, 2009; Choi et
al, 2013; Mottis et al, 2013; Gallardo et al, 2015; Lopez et al, 2016). Embora as

informacdes sobre funcdo de NCoR citoplasmatico ainda sejam escassas, ha indicios de
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que o correpressor possa atuar como modulador da via de sinalizacdo PIK3 em
tiredcitos (Furuya et al, 2007), mediar repressdo transcricional via ativacdo de receptor
tirosina quinase em membrana plasmatica de astrocitos (Sardi et al, 2006), mediar efeito
de FGF2 na manutencédo de estado indiferenciado de células tronco neural (Hermanson
et al, 2002). E possivel que & semelhanca desses dados, NCoR e REA citoplasmatico em
células testiculares possam estar envolvidos em interagdes proteicas diversas visando

regular funcGes celulares também por via ndo-gendmica.

Ddactulos eferentes

A proteina coativadora dos receptores esteroides (SRC1) e a proteina
correpressora dos receptores nucleares (NCoR) foram analisadas pela primeira vez nos
ductulos eferentes de ratos Wistar ao longo do desenvolvimento pds-natal. Ambas as
proteinas foram expressas nas células epiteliais durante todo o desenvolvimento dos
ductulos eferentes. As células mesenquimais peritubulares e intertubulares também
apresentaram positividade para os cofatores, mantendo expressdo apés se diferenciarem
em células musculares lisas e conjuntivas circundantes.

O epitélio dos ductulos eferentes e do segmento inicial do epididimo apresentou-
se positivo para SRC-1 e NCoR durante o desenvolvimento pds-natal. Sabe-se que 0s
ductulos eferentes sdo regulados tanto por andrégenos quanto por estrégenos, como
indicado pela intensa marcacdo nuclear para receptores AR, ERa e ER (Ergun et al,
1997; Fisher et al, 1997; Goyal et al, 1997; Hess et al, 1997; Goyal et al, 1998; Hess,
2002; Oliveira et al, 2002; Oliveira et al, 2004; Hess et al, 2011; Joseph et al, 2011;
Ford e Hess, 2014). Durante o desenvolvimento dos ductulos eferentes de ratos, RNAmM
de ERa ¢ encontrado a partir do periodo pré-natal nos tabulos mesonéfricos (Mowa e
Iwanaga, 2001), sendo a proteina fortemente expressa desde o nascimento até a idade
adulta (Fisher et al, 1997, Sar e Welsh, 2001; Atanassova et al, 2001). Em relacéo aos
ERp, néo é observado sinal epitelial para RNAmM no periodo pré-natal, sendo que fraca
marcacgdo da proteina ocorre entre 5 e 10 dias de idade (Atanassova et al, 2001; Mowa e
Iwanaga, 2001; Sar e Welsh, 2001). De forma similar, as células epiteliais dos ductulos
eferentes de ratos apresentam fraca positividade para AR logo ap6s o nascimento, se
tornando mais intensas a partir de 5 dias de idade (Bentvelsen et al, 1995). Os resultados
aqui apresentados sugerem que 0 SRC1 e NCoR estejam mediando principalmente a

acao dos estrogenos por meio do ERa nos ductulos eferentes no periodo perinatal.
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Em contraste com ductulos eferentes, as células epiteliais do segmento inicial do
epididimo, AR e ERp s&o fortemente expressos, mas as mesmas células sdo negativas
para ERa (Fisher et al, 1997; Oliveira et al, 2002; Saunders et a, 2001; Yamashita,
2004). Os ductulos eferentes expressam altos niveis de ERa, sendo que esse receptor
participa na modulacdo da reabsorcéo do fluido luminal, bem como na manutencao da
morfologia epitelial (Hess, 1997; Hess et al, 2000; Oliveira et al, 2001 e 2002). Apesar
de amplamente expresso no epididimo, a fung¢do especifica de ERP no local ainda n&o
esta estabelecida (Hess et al, 1997; Hess et al, 2011; Joseph et al, 2011). Sabe-se que 0
SRC1 e NCoR interagem mais intensamente com o AR, no entanto a interacdo com
ambos ER também é conhecida (Horlein et al, 1995; Webb et al, 2000; Cohen et al,
2001; Christiaens et al, 2002; Powell et al, 2004. Hodgson et al, 2005; Cheng et al,
2012). Dessa forma, é possivel que eles atuem como moduladores fisioldgicos de
receptores diversos nos ductulos eferentes.

Quanto ao ERa, estudos in vivo demonstram que na presenca de antagonistas
eles recrutam NCoR, no entanto, estudos in vitro tem demonstrado que essa interacao é
relativamente fraca (Lavinsky et al, 1998; Graham et al, 2000; Webb et al, 2002). Por
sua vez, o ERp, também interage com NCoR, mas essa interacdo ocorre na presenca de
agonistas e na auséncia do ligante (Webb et al, 2003). Dessa forma, aliado ao fato de
que o correpressor esta presente em ambos 0s segmentos analisados, a despeito da
auséncia de ERa no segmento inicial, nossos dados sugerem que o NCoR tenha uma
interacdo preferencial por AR e ERB nos ductulos eferentes. E possivel que outros
cofatores que interagem mais especificamente com ERs, tais como REA, sejam 0s
reguladores preferenciais de ERa.

Fato interessante foi que algumas células epiteliais dos ductulos eferentes
apresentaram-se negativas para SRC1, especialmente as células ciliadas. Tal padréo de
expressdao ndo é descrito para os receptores dos classicos reguladores desse segmento,
ou seja, androgenos e estrogenos. Considerando que numerosos receptores nucleares e
fatores de transcricdo estdo presentes no epitélio dos ddctulos eferentes, ndo se pode
descartar a multipla interagdo de SRC1. Nesse sentido, h& indicios de que o epitélio dos
ductulos eferentes e do epididimo também expressam receptores de vitamina D (VDR)
(Stumpf et al, 1984; Ford e Hess, 2014). VDR, por sua vez, recruta SRC-1 para mediar
suas acOes transcricionais (Castillo et al, 1999; Carvallo et al, 2007). Conforme descrito
para hamster, numerosas células ciliadas ndo apresentam-se reativas para o VDR,

assemelhando-se com o encontrado no presente estudo para SRC1 (Ford et al, 2014).
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Sem desconsiderar outras possibilidades, esses dados em conjunto apontam possivel
interacdo entre SRC1 e VDR nos ductulos eferentes, o que merece investigacdo mais
aprofundada.

Determinar o ambiente de cofatores nos ddctulos eferentes torna-se importante
considerando a alta expressdo de ERo, em conjunto com diversos outros esteroides.
Essa caracteristica torna o segmento vulneravel a efeitos adversos de ligantes externos
dos receptores nucleares, de forma que conhecer os cofatores locais pode ser Gtil para
compreender as diferentes respostas a diversos ligantes que afetam a fertilidade. N&o
por acaso, em diversas situacdes os ductulos eferentes sdo alvos priméarios de
desreguladores enddcrinos, cuja disfuncdo leva a efeitos testiculares graves e até
infertilidade (Hess, 1998; Oliveira et al, 2001 e 2002; Martins-Santos et al, 2018).

Prostata

Durante o brotamento prostatico em animais recém-nascidos, intensa
imunopositividade nuclear para SRC-1 e NCoR foi observada nas células epiteliais e
mesenquimais. As células epiteliais mantiveram-se intensamente positivas ao longo de
todo desenvolvimento da préstata, enquanto as células do mesenquimais peritubulares e
interglandulares tornaram-se intermitentes a partir de 5 dias de idade e assim se
mantiveram ap06s diferenciacdo em células musculares lisas peritubulares e células
conjuntivas do estroma. No contexto dos principais horm6nios moduladores desse 6rgao
cabe uma comparagdo dessa distribuicdo com os receptores de esteroides classicos -
AR, ERa e ER.

Sabe-se que as células epiteliais sdo fracamente positivas para 0 AR no inicio do
desenvolvimento da prostata, tornando-se intensamente positivas a medida que ocorre a
citodiferenciacdo desse epitélio (Prins e Birch, 1995). As células mesenquimais sao
fortemente positivas para AR desde o nascimento. De maneira oposta, ERa ndo é
observado no epitélio prostatico dos animais recém-nascidos, sendo restrito a poucas
células mesenquimais, ao passo que ERB aumenta sua expressdo epitelial ao longo do
desenvolvimento e reduz no estroma, estabilizando no animal adulto (cerca de 90 dias)
(Prins et al, 1997; Prins et al, 1998; Sar e Welsh, 2000). SRC1 e NCoR interagem com
todos esses receptores nucleares, quais sejam, ERa, ER e AR (Alen et al, 1999; Bevan
et al, 1999; Trembley et al, 1999; Stenoien et al, 2000; Myers et al, 2004; Powel et al,
2004; Endler et al, 2011; Spears et al, 2012). Dessa forma, os dados aqui expostos

reforcam que SRC1 e NCoR estejam mediando as a¢des dos estrogenos e androgenos
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no desenvolvimento epitelial prostatico pela interacdo com o ERP e AR,
respectivamente.

A reducdo de células reativas para SRC-1 foi presentemente encontrada no
estroma prostatico durante o desenvolvimento, especialmente das células musculares
lisas peritubulares. De forma similar, as células mesenquimais expressam intensamente
ERpB no inicio do desenvolvimento da prostata, mas progressivamente diminuem a
intensidade de expressdo a medida que ocorre a formacdo do estroma (Kuiper et al,
1996; Prins et al, 1998; Makela et al, 2000; Horvath et al, 2001; Prins et al, 2001;
Omoto et al, 2005; Pelletier, 2008). ERa que incialmente tem expressdo nas células
mesenquimais subepiteliais da regido proximal dos ductos prostaticos em neonatos (1
dia) também tem sua expressao reduzida na medida que as células diferenciam em
musculares lisas (Cooke et al, 1991; Prins et al, 1997). Ao contrario, a expressao de AR
se mantem intensa nas células do estroma, com a diferenciagdo (Prins e Birch, 1995).
Em ratos, o periodo neonatal é caraterizado por altos niveis de estrégenos e andrégenos
circulantes, sendo que as células mesenquimais e musculares lisas proximas aos ductos
prostaticos em formacdo contém a enzima aromatase, revelando uma possivel producao
local de estrdgenos a partir da testosterona circulante (Resko et al, 1968; Corbier et al,
1992). Em conjunto, esses dados reforcam a evidéncia da interagcdo de SRC-1 e ERs,
regulando a acdo dos estrégenos ao longo do desenvolvimento da prostata.

De forma similar, as células dos botdes epiteliais da prostata ventral foram
intensamente positivas para 0 NCoR ao longo do desenvolvimento pds-natal. Essas
células sdo fracamente positivas para AR, negativas para ERa, mas possuem expressao
crescente de ERP desde o nascimento até a idade adulta (Prins e Birch, 1995; Prins et al,
1997; Prins et al, 1998). A alta expressdo do NCoR nas idades iniciais corresponde com
o0 inicio da citodiferenciacdo do epitélio (Prins e Birch 1995; Hayward et al, 1998). De
forma similar, a expressdo de ERP apresenta alguns picos de expressdo nas células
epiteliais prostaticas, sendo que o primeiro pode ocorrer até 10 dias de idade (Prins et al,
1998), sugerindo que NCoR possa controlar a atividade do ER no desenvolvimento da
préstata ventral.

Dados na literatura tem ajudado a esclarecer algumas funcdes de ambos 0s
cofatores na préstata. Animais knockouts para 0 SRC1 promovem uma redugdo no
crescimento da prostata além de uma queda de resposta a acdo de hormonios esteroides
(Xu et al, 1998; Xu e O’Malley, 2002). Em casos de cancer de prostata, 0 SRC1

apresenta-se em elevada expressdao, mas a sua funcdo ainda ndo estd totalmente
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compreendida (Agoulnik et al, 2005; Tien et al, 2009). A terapia de privacdo de
andrégenos em combinacdo com o tratamento de antagonistas de AR em céancer de
préstata estabiliza a ligacdo do NCoR ao receptor, inibindo a acdo desse receptor
(Denmeade e Isaacs, 2002; Salesi et al, 2005). Apesar da funcéo desse correpresor em
adenocarcinomas prostaticos ainda ndo ser bem compreendida, foi demonstrado um
possivel mecanismo molecular no qual o NCoR promove um crescimento invasivo de
células prostaticas cancerigenas independentes de androgeno atraves da interacdo com
proteinas quinases (Yoo et al, 2013). Esses dados em conjunto com o0s resultados
apresentados presentemente destacam a importancia de uma maior compreenséo das
funcbes dos cofatores SRC1 e NCoR bem como sua interacdo com 0s receptores

esteroides na prostata, seja em condi¢des normais ou patoldgicas.
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

Em todos os drgéos analisados os cofatores foram localizados com distribuicéo
subcelular preferencialmente nuclear em células epiteliais e algumas células do tecido
conjuntivo. Nos testiculos a expressdo variou ao longo do ciclo do epitélio seminifero e
de acordo com o tipo celular. Nos ddctulos eferentes e préstata ventral houve ampla
expressdo do ativador SRC1 e do repressor NCoR, durante o periodo neonatal e ao
longo da vida do individuo, compativel com a expressdo dos AR, ERa e/ou ERP ja
descritos na literatura, indicando participacdo na modulacdo da acdo androgénica e
estrogénica local.

Nos testiculos foi possivel determinar melhor a distribuicdo diferencial dos
cofatores analisados em relacdo aos ERP, ERa ¢ AR, sendo determinada distribuicéo
desses cofatores mais coincidente com a expressdo de ERp, que ERa e AR, desde que
esses ultimos tém expressdo restrita a células de Sertoli, células de Leydig e mioides,
enquanto os cofatores foram mais amplamente distribuidos em diferentes células
espermatogénicas e de forma estadio dependente. Encontramos, de forma inédita,
estreita relacdo entre expressdo de ERB e REA nos testiculos desde o periodo neonatal e
ao longo da vida do individuo, corroborando possibilidade de participacdo de
estrogenos em funcBes testiculares diversas. Os dados apresentados podem ser

resumidos no quadro abaixo:
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Figura 25 — Representacdo esquematica da expressao de cofatores SRC1, NCoR e
REA e ERp ao longo do ciclo do epitélio seminifero de ratos. | a X1V = estadios do
ciclo; A = espermatogbnia A; Al = espermatides alongadas; Ar = espermatides
arredondadas; B = espermatogonia B; D = dipldteno; Il = espermatdcito secundario; In
= espermatog6nia indiferenciada; L = leptéteno; P = paquiteno; Pl = préleptdteno; S =
Sertoli; Z = zig6teno.

Considerando o conjunto de dados obtidos, sugere-se que esses cofatores sejam
importantes no mecanismo para modular a sinalizacdo de andrdgenos e estrogenos
durante a espermatogénese, bem como no desenvolvimento testicular, da préstata e dos

ductulos eferentes e suas fungdes reprodutivas.
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