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RESUMO

Os testiculos sdo glandulas com funcdo enddcrina e exodcrina, sendo que
esta Gltima se caracteriza pela formacdo de gametas masculinos, ou seja, a
espermatogénese. Esta se encontra sob a influéncia de um complexo sistema de
sinalizacdo enddcrina (sisttmica e paracrina). Considerando uma possivel inter-
relacdo entre as proteinas c-Fos e receptor de estrogénios beta (ER-beta), este
trabalho verificou a expressao do proto-oncogene c-fos e a imunolocalizacdo das
proteinas c-Fos, c-Fos fosforilada e ER-beta no parénquima testicular humano. A
amostra foi constituida por 12 homens férteis, portadores de adenocarcinoma
prostatico, com indicacdo terapéutica de blogueio hormonal cirdrgico pela
orquiectomia. Nenhum destes havia sido previamente submetido a tratamento
hormonal, quimioterapia ou radioterapia. O material foi processado para o estudo
imunohistoquimico com o método da avidina-biotina-peroxidase e avaliacdo da
expressdo génica por transcricdo reversa e reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR). A expressdo do proto-oncogene c-fos foi comprovada no testiculo
humano, e as proteinas c-Fos e c-Fos fosforilada foram localizadas
principalmente no epitélio seminifero, tanto nas células germinativas
(espermatogdnias, espermatacitos e espermatides) quanto nas células de Sertoli.
O ER-beta foi expresso principalmente em células somaticas (células de Leydig,
Sertoli e midides). A distribuicdo encontrada das proteinas c-Fos e ER-beta nos
permite supor uma inter-relacdo entre estas; seja pela acdo estrogénica na célula
de Sertoli, induzindo a expressdo local de c-fos, seja indiretamente, pelos efeitos
que o estimulo estrogénico sobre as células somaticas poderia ter sobre a

expressao de c-fos no epitélio germinativo.



ABSTRACT

The testes are glands with endocrine and exocrine functions, the latter
being characterized by sperm formation, or spermatogenesis. This is under the
control of a complex system involving endocrine and paracrine signalization. In
view of an interrelationship between the expression of c-Fos and estrogen
receptor beta (ERDbeta) proteins, this investigation evaluated the expression of the
protooncogene c-fos and the immunolocalization of c-Fos, phosphorylated c-Fos
and ERDbeta proteins in the human testis. Testis tissue was obtained from 12 men
undergoing orchiectomy as a treatment for prostate cancer. These patients had
received no hormonal, chemo or radiation therapy before the operations. Tissues
were stained by immunohistochemistry using the avidin-biotin-peroxidase
method, and c-fos RNAmM expression was assessed with reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR). The protooncogene c-fos was expressed in
the human testis and both forms of c-Fos proteins were immunoreactive, mainly
in germ cells (spermatogonia, spermatocytes and spermatids) and Sertoli cells.
ERbeta was primarily present in somatic cells (Leydig, Sertoli and myofibrillar
cells). Based on these results, we hypothesized two mechanisms for estrogen
actions over spermatogenesis. The first would be mediated by Sertoli cells, where
estrogens could alter either gene expression or the transcriptional activity of c-
Fos protein. The other is an indirect mechanism, representing the
interrelationship between somatic and germ cells. Somatic cells, under estrogen
influence, could modify germ cell functions by paracrine/juxtacrine factors,
which would change gene expression or the transcriptional activity of c-Fos

protein.



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1 - Representacdo esquematica do principio da imuno-
histoquimica pelo método da avidina-biotina-peroxidase..... 11

FIGURA 2 — Composicéo celular e topografia das seis associag0es
tipicas encontradas nos tibulos seminiferos humanos........... 15

FIGURA 3 — RT-PCR do c-fos no testiculo humano..........ccccccoovvevveeeeennn. 23

FIGURA 4 - Digestao por enzima de restricdo do produto da RT-PCR
para c-fos no testiculo humano...........cccceeevviieiiiccccene, 24

FIGURA 5 — Expressdao imuno-histoquimica da proteina c-Fos em tecido
testicular NUManO...........cccoooee e, 26

FIGURA 6 — Expressdo imuno-histoquimica da proteina c-Fos
fosforilada em tecido testicular humano..............ccccovevvvennene 28

FIGURA 7 — Expressdo imuno-histoquimica da proteina ER-beta em
tecido testicular humano..........ccocevvveiiii 30

QUADRO 1 - Caracteristicas dos iniciadores sintetizados para a
amplificacdo do proto-oncogene C-fOS........cccovvvvveiiieiiiennnn 18

QUADRO 2 - Resumo do protocolo de PCR para amplificacdo de cDNA 19

QUADRO 3 - Programacao adotada para os ciclos de PCR.............c......... 20

QUADRO 4 - Volumes dos reagentes e substratos utilizados na digestdo 21

Xi



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Pacientes submetidos a orquiectomia............c.ccocevereerennennen. 7

TABELA 2 - Codificacao dos tipos celulares analisados no tabulo
seminifero e compartimento intertubular do testiculo
AUMANO.......coiiiiicccc e 16

TABELA 3 - Sumario da imunolocalizacdo das proteinas c-Fos, c-Fos
fosforilada e ER-beta no testiculo humano......................... 31

Xii



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ABC complexo avidina-biotina-peroxidase
ABP proteina ligadora a andrgenos

Agua DEPC 4gua tratada com dietilpirocarbonato
Agua SF agua estéril filtrada

AP-1 proteina ativadora

AR receptor de androgénios

DAB 3,3’-diaminobenzedina

ER-beta receptor de estrogénio beta

ERKSs proteinas com atividade cinase sobre os residuos serina / treonina
FSH horménio foliculo estimulante

GnRH hormonio liberador de gonadotrofinas

IgG imunoglobulina G

LH horménio luteinizante

RNAmM acido ribonucléico mensageiro

NP ndo pesado

PBS tampéo fosfato-salina

PCR reacdo em cadeia da polimerase

PDGF fator de crescimento derivado de plaquetas
PVPI solucéo de polivinilpirrolidona iodo
RBF-1 fator de ligacdo ao receptor esterdide

RNA acido ribonucleico

RT transcricao reversa

SRE elemento responsivo aos esterdides

TBE tampdo de corrida (Tris; acido bérico e EDTA)
m temperatura de fuséo

TEMED agente polimerizante (N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina)
UFMG Universidade Federal de Minas Gerais

Xiii



1. Introducéo

Os testiculos sdo glandulas com funcdo enddcrina e exocrina, sendo que
esta Ultima se caracteriza pela formacdo de gametas masculinos, ou seja, a
espermatogénese. Esta pode ser dividida em trés fases (Russell et al., 1990): 1)
Fase proliferativa ou espermatogonial, quando as espermatogOnias passam por
rapidas e sucessivas divisdes. Nesta etapa, grupos contiguos de espermatogénias
comecam o0 processo de diferenciacdo simultaneamente, resultando em certas
associacdes tipicas nos tabulos seminiferos (Clermont, 1963); 2) Fase meidtica
ou espermatocitogénica, quando o material genético dos espermatdcitos é
recombinado e segregado apds as duas divisdes meidticas e 3) Fase de
diferenciacdo ou espermiogénica. Esta etapa consiste na transformacdo de
espermétides arredondadas em espermatozoides maduros. Isso se da pelo
reposicionamento do nucleo da célula, que passa do centro para uma das
extremidades, onde surgird a cabeca do espermatozbide, e também pelo
aparecimento do flagelo (Griffin e Ojeda, 2004).

A transformacdo celular desde o espermatdcito até o espermatozoéide
movel leva cerca de 70 dias no homem e é seguida pelo amadurecimento dos
espermatozoides durante seu trajeto pelo epididimo até os ductos ejaculatorios,
ao longo de outros 14 dias. Nessa fase, 0 espermatozoide adquire o maximo de
motilidade e torna-se capaz de fecundar (Griffin e Ojeda, 2004).

O controle da espermatogénese ocorre na dependéncia de uma completa
harmonia dos fatores produzidos no eixo hipotalamo-hipofise-testiculos. Esses
fatores agem direta ou indiretamente sobre o testiculo, por via endécrina (GnRH,
LH, FSH, inibina, testosterona e outros esterdides sexuais) (Mclachlan et al.,
1996) e paracrina (fatores de crescimento, peptideos regulatorios, esterdides
sexuais) (Huleihel e Lunenfeld, 2004).

A testosterona e seus metabolitos (diidrotestosterona e estradiol)
influenciam todas as etapas da fungdo reprodutiva masculina (Holdcraft e Braun,
2004). A testosterona e a diidrotestosterona, por intermédio do receptor de

androgénios (AR), sdo o0s principais responsaveis pelos processos de
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diferenciacdo e maturacdo sexuais, desenvolvimento de caracteres sexuais
masculinos secundarios e promoc¢do e manutencdo da espermatogénese normal.
Os estrogénios, por outro lado, estdo envolvidos no desenvolvimento testicular
embrionario, crescimento e atividade da prostata no adulto, e regulacdo da
secrecdo de gonadotrofinas e horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
(Griffin e Ojeda, 2004).

Os receptores estrogénicos (ER), ER-alfa e ER-beta, estdo presentes nos
testiculos, ddctulos eferentes e epididimo de muitas espécies (Hess, 2004), no
entanto, o ER-alfa é descrito como ausente no parénquima testicular de algumas
espécies, incluindo o homem (Saunders et al., 2002). O ER-alfa é abundante no
epitélio dos duactulos eferentes e sua funcdo primaria é regular a expressdo de
proteinas envolvidas na reabsorcdo de fluidos e transporte de ions. Além disso,
ele também € responsavel por manter a morfologia epitelial diferenciada dos
ductulos eferentes (Hess, 2004). O ER-beta foi originalmente descoberto na
prostata de ratos (Kuiper et al., 1996), mas atualmente ele ja foi descrito no
tecido epitelial e estroma do sistema reprodutor masculino (Hess, 2004). A
expressao do ER-beta no parénquima testicular humano ocorre praticamente em
todos os tipos celulares do intersticio e tubulo seminifero, com excecdo das
espermétides alongadas (Makinen et al., 2001; Saunders et al., 2002; Gaskell et
al., 2003; Aschim et al., 2004; Shapiro et al., 2005). Ainda ndo se sabe a funcéo
deste receptor no sistema reprodutor masculino, pois camundongos knockout
para 0 ER-beta séo férteis e parecem ter testiculo e epididimo normais (Krege et
al., 1998).

Enquanto o papel central exercido pelas gonadotrofinas e pela testosterona
no controle da espermatogénese encontra-se bem definido, o conhecimento atual
¢ muito mais limitado quanto ao papel dos estrogénios e de fatores celulares
intrinsecos. Entre estes, destacam-se 0s proto-oncogenes de expressdo imediata,
envolvidos nos processos de diferenciacdo (Muller e Wagner, 1984) e
proliferacdo celular (Holt et al., 1986).

Os proto-oncogenes apresentam seqiiéncia génica homologa aquela

presente em alguns retrovirus. Estes retrovirus sdo capazes de induzir



transformagdo neoplasica em células de mamiferos, apos a introducdo de
sequéncia génica mutante que guarda estreita semelhanca com genes nativos do
hospedeiro. Esses fragmentos virais sdo denominados oncogenes (V-onc) e seus
homologos celulares normais sdo chamados proto-oncogenes (c-onc). Rapidas
inducdes do proto-oncogene c-fos, em variados tipos celulares apds diferentes
tipos de estimulos (Morgan e Curran, 1986; Hunt et al., 1987; Morgan et al.,
1987), sugerem o envolvimento deste no processamento, a curto prazo, de
informacGes celulares a nivel nuclear. Além disso, foi observado que a expressao
do proto-oncogene c-fos encontra-se aumentada em tumores malignos do colo do
utero (Cheung et al., 1997), da mama (Walker e Cowl, 1991) e dos 0ssos (Wu et
al., 1990).

O proto-oncogene nuclear c-fos demonstrou ser necessario para a
espermatogénese. Johnson e colaboradores (1992) observaram espermatogénese
atrasada ou nula em camundongos mutantes homozigéticos no lécus do c-fos. No
testiculo de mamiferos, alguns proto-oncogenes, incluindo o c-fos, apresentam
atividade estagio-especifica durante a diferenciacdo de células germinativas
(Kierszenbaum, 1994). Existe atividade jun e fos no intersticio do parénguima
testicular (Hall et al., 1991), compartimentos germinativos (Norton e Skinner,
1992) e particularmente em células pré-meidticas (Kierszenbaum, 1994); mas
produtos do c-fos também podem estar presentes em células germinativas,
compreendendo desde espermatogoénias até espermatides (Cohen et al., 1993).

Em 1983, Spelsberg et al (1983) propuseram um mecanismo de a¢do em
cascata dos esterdides. Segundo este modelo, ap6s a ligacdo do esterdide ao seu
receptor nuclear especifico, o complexo esterdide-receptor se liga aos elementos
responsivos aos esteroides (SRES), presentes na regido promotora dos genes
alvos. Os proto-oncogenes ou genes regulatérios sdo alguns dos primeiros genes
a terem sua expressdo alterada. No caso do gene c-fos humano, existe um
elemento responsivo ao estrogénio (ERE) inserido na sua regido reguladora
(Weisz e Rosales, 1990). O produto desta expressao ira entdo se ligar, com ou
sem a presenca do complexo esterdide-receptor (Gaub et al., 1990; Weisz e

Rosales, 1990), a regido promotora de genes estruturais, alterando expressdo



destes. Sabe-se que membros das familias fos e jun formam uma proteina
ativadora (AP-1), a qual ira se ligar ao DNA e agir como um fator de transcricdo
(Pfahl, 1993). Isso explicaria a resposta tardia da acdo dos esterdides na
regulacéo da atividade transcricional celular.

Kousteni e colaboradores (2003) descreveram que € possivel ocorrer
ativacdo, via interacdo estrogénio-receptor, de proteinas cinases com atividade
sobre os residuos de serina e/ou treonina (ERKS) que seriam responsaveis pela
fosforilagdo da proteina c-Fos. Este mecanismo é independente das acOes
gendmicas classicas dos receptores esteroides (Kousteni et al.,, 2003). A
fosforilacdo da proteina c-Fos, via ERKSs, é essencial para a agdo mitogénica dos
fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) em fibroblastos de
camundongos. A fosforilacdo da proteina c-Fos no seu dominio de transativacao
resulta em aumento da atividade transcricional (Monje et al., 2003). Informacéo
sobre a localizacdo da proteina c-Fos fosforilada no testiculo humano néo foi
relatada na literatura.

InvestigacBes dos proto-oncogenes com relacdo a atividade testicular e
possiveis interagdes com horménios esterdides tém sido restritas a ratos e
camundongos (Schuchard et al., 1993; Subramaniam et al., 1993) ou a estudos in
vitro que provavelmente ndo representam um ambiente fisiologico (Cobellis et
al., 1997). O estudo in vivo da expressdo do proto-oncogene c-fos, e a presenca e
distribuicdo das proteinas c-Fos e ER-beta nos varios tipos celulares do
parénquima testicular, poderd contribuir para o melhor entendimento da

fisiologia testicular humana.



2. Objetivos

S&o objetivos deste trabalho:
1 Verificar a expressdo do proto-oncogene c-fos no testiculo humano.
2 Descrever a imunorreatividade das proteinas c-Fos, c-Fos fosforilada e

receptor de estrogénio beta (ER-beta) no parénquima testicular.



3. Material e métodos

3.1. Delineamento experimental

Estudo descritivo (homens férteis).

Principal desfecho: Determinacdo da expressdo e imunolocaliza¢do das proteinas
c-Fos e c-Fos fosforilada e do receptor de estrogénio beta (ER-beta) no testiculo

humanao.

3.2. Consideragdes Eticas
O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

da Universidade Federal de Minas Gerais (Parecer n°® ETIC 032/04, Anexo A) e
pelo colegiado do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas -
Fisiologia e Farmacologia da UFMG (25/05/04). Os pacientes foram informados
sobre o objetivo do estudo e assinaram um termo de consentimento (Apéndice
A).

3.3.  Pacientes
Participaram da pesquisa 12 homens féerteis com paternidade comprovada

e portadores de adenocarcinoma prostatico, com indicacdo terapéutica de
bloqueio hormonal cirurgico pela orquiectomia (TABELA 1). Nenhum paciente
havia sido previamente submetido a tratamento hormonal, quimioterapia ou

radioterapia.



TABELA1

Pacientes submetidos a orquiectomia

Peso do testiculo (g)

Pacientes Idade (anos)
Direito Esquerdo

1 NP NP 65
2 NP NP 64
3 9,8 NP 69
4 10,1 9,3 74
5 6,9 4,3 86
6 5,6 3,4* -
7 12,1 11,0 71
8 10,2 51 89
9 10,4 10,2 74
10 NP NP 77
11 NP NP 72
12 10,9 8,0 91

mediana 10,15 8,0 74

NP: ndo pesado. * Paciente 6 apresentou orquite por paromixovirus na
adolescéncia.

3.4. Orquiectomia bilateral
A técnica adotada foi a de orquiectomia subcapsular. Inicialmente, fez-se

0 bloqueio anestésico regional por puncdo raquimedular da espinha dorsal na
altura da crista iliaca (L3), com infiltracdo de 3 ml de solucdo de bupivacaina
0,5%. Com o paciente na posicdo de decubito dorsal, foram realizadas a
degermacdo da pele de toda a regido genital com solugdéo PVPI
(polivinilpirrolidona iodo) degermante e anti-sepsia da mesma com tintura de
PVPI. Iniciou-se o procedimento cirargico por uma incisdo escrotal de
aproximadamente 4,0 cm na regido da rafe, onde foram expostas todas as
camadas, desde a pele até a tunica vaginal. A hemostasia foi realizada com
auxilio de um eletrocautério. O testiculo foi exteriorizado e teve toda sua
albuginea aberta da extremidade cranial a caudal. Todo o parénquima testicular

exposto foi completamente liberado da albuginea com auxilio de uma gaze,
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sendo seccionado com bisturi na altura da rede testicular (nesse tempo cirdrgico
novamente foi realizada hemostasia com auxilio do eletrocautério). A albuginea
foi suturada com fio cat gut 2-0 provendo a sua hemostasia; o mesmo fio foi
usado na rafia dos outros planos separadamente até a pele. O mesmo

procedimento foi adotado no testiculo contralateral.

3.5.  Processamento das amostras apoés coleta do material

Imediatamente ap0s a orquiectomia, uma pequena parte do parénguima de
cada testiculo foi fixada durante 15 minutos em solugdo de Bouin e, a seguir,
estocados em etanol a 70% em frascos separados e identificados individualmente
como testiculo esquerdo e direito do mesmo paciente. Uma parte desse material
foi separada para a realizacdo do estudo e a outra foi enviada ao laboratério de
Anatomia Patoldgica da UFMG para diagndstico histologico feito por um dnico
patologista. Ap6s o processamento e inclusdo do material em blocos de parafina,
laminas histologicas com cortes de cada testiculo foram preparadas, identificadas
e coradas com hematoxilina-eosina para avaliagdo do patologista.

Uma outra parte do material foi utilizada para extracdo de RNA total
visando avaliar a expressdo génica do c-fos, por meio da técnica de transcrigdo
reversa e reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). A coleta do tecido foi
realizada seguindo os cuidados basicos recomendados para ensaios de biologia
molecular, como uso de material estéril, luvas e rapido congelamento das
amostras em nitrogénio liquido. Os tecidos foram conservados a -80 °C até o

momento da extracdo do RNA.

3.6. Histologia e imuno-histoquimica

3.6.1. Preparo das laminas

As laminas de vidro foram inicialmente lavadas com detergente,

enxaguadas em agua corrente e secadas na estufa a 60°C. Depois foram imersas



em uma série de acetona absoluta, solucdo de 3-aminopropiltrietoxissilano
(Sigma Chem. Co., St. Louis MO, USA) diluido a 2% em acetona e, novamente,
duas acetonas absolutas. Apds cada imersdo esperava-se a secagem total da
lamina. Estas eram guardadas em uma caixa para laminas na estufa a 45°C até o

momento de uso dos cortes.

3.6.2. Inclusao e microtomia

As amostras fixadas em solucdo de Bouin foram desidratadas em etanol a
concentracOes crescentes, variando de 70 a 99,3% (60 minutos cada), depois
imersas em xilol (2 x 60 minutos) e em parafina a 60°C (2 banhos). A seguir, 0s
fragmentos foram incluidos em blocos de parafina e deixados por pelo menos 24
horas para solidificar. Os blocos foram resfriados até aproximadamente -10°C e
seccionados num microtomo em cortes de 4um de espessura que, apds serem
dispostos num banho aquecido, foram cuidadosamente transferidos para as
laminas de vidro silanizadas. A seguir, essas laminas foram aquecidas em estufa

de 37°C por 24 horas para secagem e melhor fixacéo dos cortes histoldgicos.

3.6.3. Imuno-histoquimica

O método imuno-histoquimico utilizado foi o da avidina-biotina-
peroxidase. Essa técnica é fundamentada na grande afinidade da avidina
(glicoprotéina de alto peso molecular) pela biotina (vitamina que pode ser
conjugada a enzimas, anticorpos e substancias fluorescentes). O tecido €
incubado com um anticorpo primario (mono ou policlonal) especifico para a
proteina ou peptideo em estudo. Em seguida, aplica-se o anticorpo secundario
(que tem o anticorpo primario como alvo) previamente ligado a uma molécula de
biotina. Ao final, o tecido é incubado em uma solucdo contendo o complexo
macromolecular formado por avidina e biotina complexada com peroxidase
(complexo avidina-biotina-peroxidase ou ABC). A avidina presente neste
complexo atua como amplificador de efeito, pois cada uma de suas moléculas

que se acopla a biotina do anticorpo secundario liga-se simultaneamente a trés
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outras moléculas de biotina conjugadas a peroxidase do complexo ABC. A
peroxidase age sobre um substrato, o cromégeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB,
Sigma Chem. Co., St. Louis MO, USA), catalizando a reagdo deste com o
peréxido de hidrogénio, formando um produto insoltvel, corado em tonalidade
amarronzada, que pode ser visualizado ao microscépio de luz. Desta forma, os
sitios antigénicos presentes nos tecidos sdo localizados indiretamente pela
visualizacdo deste produto de reacdo do anticorpo primario-anticorpo secundario-
complexo peroxidase que se precipita no local onde se encontra o antigeno.

A seguir serdo descritas as etapas basicas da técnica da avidina-biotina-
peroxidase padronizada por Hsu et al (1981) e modificada por Oliveira et al
(2002), as quais foram seguidas no presente estudo.

Os cortes foram desparafinizados em xilol (3 incubacGes de 10 minutos) e
re-hidratados em concentragdes decrescentes de etanol que variaram de 99,3% a
70%, sendo finalmente imersos por 5 minutos em agua corrente. A etapa
seguinte foi a inibicdo da peroxidase enddgena a fim de evitar sua reacdo com o
substrato fora dos sitios antigénicos especificos. Para isso, 0s cortes foram
incubados por 30 min em uma solucdo de peroxido de hidrogénio a 0,6% em
metanol e depois lavados em tampdo fosfato-salina (PBS) por 10 minutos. A
terceira etapa foi a recuperacdo antigénica, onde os cortes, mergulhados em
solucdo de tampéo citrato 0,01M e pH 6,0, foram aquecidos em microondas
(Eletrolux ME27F) durante 4 intervalos de 5 minutos a 70% da poténcia maxima.
Apos resfriamento e lavagem em PBS, fez se pré-tratamento dos tecidos com
avidina seguida de biotina (Vector Blocking kit, Vector, Burlingame, CA), para
evitar ligacdo inespecifica dos componentes do complexo ABC. Seguiu-se a
incubacdo dos cortes durante 60 minutos com soro normal de cabra (conforme a
origem do anticorpo secundario) com o objetivo de ocupar 0s sitios antigénicos
inespecificos e favorecer a ligacdo do anticorpo secundario biotinilado ao seu

antigeno alvo, que € o anticorpo primaério (FIG. 1).
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FIGURA 1 - Representacdo esquematica do principio da imuno-histoquimica
pelo método da avidina-biotina-peroxidase. Observa-se o efeito
amplificador da avidina (A) que se liga a biotina (B) do anticorpo
secundario e a outras trés moléculas de biotina do complexo
ABC. A peroxidase (P) reage com a 3,3’-diaminobenzidina
(DAB) corando os sitios antigénicos.

Fonte: REIS, 1998, p. 38.

A etapa seguinte foi a incubacdo dos cortes com o anticorpo primario,
especifico para o antigeno pesquisado. O anticorpo foi diluido em PBS numa
proporcdo varidvel, ajustada para cada protocolo. Nesta etapa os cortes foram
cobertos com aproximadamente 50 ul da solucdo do anticorpo. Para que nao
houvesse evaporacgdo e ressecamento dos cortes, esta incubacéo - cuja duragédo e
temperatura também exigiram ajuste prévio - foi feita com as laminas dispostas
numa camara Umida. A cdmara que utilizamos consistiu em uma caixa plastica
retangular rasa, forrada com papel umedecido em agua destilada.

Findo o tempo de incubacdo com o anticorpo primario, removia-se 0
excedente mergulhando as laminas em dois banhos de PBS de 30 min cada e
passava-se a incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado. Diluiu-se o

anticorpo secundario em PBS na propor¢cdo de 1:50 e aplicaram-se 50 ul da
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solucdo sobre os cortes, que foram incubados a temperatura ambiente por 60
minutos .

Terminada a incubagdo e removido o excedente de anticorpo secundario
ao longo de 10 minutos em PBS, passamos a proxima etapa que foi a incubacéo
dos cortes por 60 minutos com o complexo avidina-biotina-peroxidase
(Vectastain® ABC kit, Vector, Burlingame, CA, USA). As solucdes de estoque
de avidina (solucdo A) e biotina + peroxidase (solucdo B) foram associadas e
diluidas em PBS (1:200 cada) cerca de 30 minutos antes da incubacéo.

Finalmente, apds nova incubacdo de 10 minutos em PBS, os cortes foram
corados por uma solugdo de 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Sigma Chem. Co., St.
Louis MO, USA) e peroxido de hidrogénio (0,01%) em tampao Tris-HCI, 0,05M,
pH 7.6, preparada momentos antes e mantida ao abrigo da luz. Os cortes foram
mergulhados nesta solucdo durante o tempo necessario para desenvolver a
imunocoloracdo e a seguir eles foram imersos em agua destilada para interromper
a reacao.

Concluida a imunocoloracdo, os cortes foram submetidos a uma discreta
contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer (Sigma Chem. Co., St. Louis MO,
USA), e desidratados em concentracdes crescentes de etanol, variando de 70 a
99,3%, sendo finalmente imersos em xilol e montados com laminula e Entellan®

(Merck, Darmstadt, Germany).

3.6.4. Coloracéo para c-Fos

Por se tratar de uma proteina nuclear, a exposic¢ao dos sitios antigénicos de
c-Fos exigiu aquecimento dos cortes durante 4 intervalos de 5 minutos a 70% da
poténcia maxima do aparelho de microondas. Foram utilizados dois anticorpos: o
anticorpo policlonal anti-proteina c-Fos humana produzido em coelho pela
Calbiochem (Darmstadt, Germany) e o anticorpo policlonal anti-proteina c-Fos
humana fosforilada na treonina da posi¢cdo 232, sendo esse Ultimo produzido em
coelho pela Abcam (Cambridge, UK). Com base em uma curva de diluicédo

prévia, as amostras foram incubadas com o anticorpo primario na concentracao
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de 1:80 durante 48 horas a 4°C. Como controle negativo, cortes de testiculo
foram simultaneamente incubados com soro normal de cabra a 1:10. A
imunoglobulina biotinilada anti-IgG de coelho, produzida em cabra (Dako
Corporation, Carpinteria, CA), foi utilizada a 1:50 durante 60 minutos a

temperatura ambiente.

3.6.5. Coloragéo para ER-beta

Como o ER-beta também é uma proteina nuclear, a exposicdo antigénica
foi realizada nos mesmos parametros descritos para a coloragdo do c-Fos. Foi
utilizado o anticorpo policlonal anti-proteina ER-beta humana (wild type)
produzido em camundongo pela Novocastra Laboratories (Newcastle, UK). Com
base na curva de diluicdo prévia, as amostras foram incubadas com o anticorpo
primario na concentracdo 1:25 durante 48 horas, a temperatura de 4°C. O
controle negativo consistiu em cortes de testiculo incubados com soro de cabra
ndo imunizada. O anticorpo secundario biotinilado anti-lgG de camundongo
produzido em cabra (Dako Corporation, Carpinteria, CA), foi diluido a 1:50 e

incubado durante 60 minutos a temperatura ambiente.

3.6.6. Leitura das laminas

As laminas foram examinadas sempre a0 mesmo microscopio e com a
mesma intensidade de luz, utilizando-se objetiva de 40x. A coloracdo nuclear
para c-Fos e ER-beta permitiu distinguir celulas positivas e negativas. A
intensidade da  imunocoloracdo  foi  classificada  como  ausente,
predominantemente negativa, predominantemente positiva ou sempre positiva.
Os controles negativos foram utilizados para, comparativamente, detectar se
houve coloracdo inespecifica. Para aumentar a confiabilidade, a leitura das
laminas foi feita por dois pesquisadores independentes com posterior
confrontacdo dos resultados.

A identificacdo das células dos tubulos seminiferos foi feita de acordo

com a classificacdo proposta por Clermont (1963; FIG. 2). Devido ao fato dos
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métodos de fixagdo e inclusdo adotados neste trabalho ndo serem os ideais para
uma classificagdo morfologica, houve limitagbes que impediram um
detalhnamento maior dos tipos celulares presentes na espermatogénese. Desta
forma, adotou-se uma categorizagcdo mais simplificada em relacdo a original. A
TABELA 2 apresenta a codificacdo adotada para a analise dos tipos celulares

analisados.
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ESTADIO V ESTADIO VI
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FIGURA 2 — Composicdo celular e topografia das seis associagdes tipicas
encontradas nos tabulos seminiferos humanos. Ser = célula de
Sertoli; Ap, Ad e B = espermatogobnias; L, R, P, Z, Di, Sptc Im e
Sptc Il = espermatécitos; Sa = espermatide tipo A; Sh =
espermaétide tipo B; Sc = espermaétide tipo C; Sd = espermaétide
tipo D e RB = corpos residuais.

Fonte: CLERMONT, 1963, p. 3.
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TABELA 2
Codificacdo dos tipos celulares analisados no tabulo seminifero

e compartimento intertubular do testiculo humano

Caddigo Tipo celular

1 Célula de Leydig
Célula mioide

Célula de Sertoli
Espermatogdnias tipo A e B
Espermatécitos 1% e 2%
Espermatides tipo A
Espermatides tipo B
Espermétides tipo C

© 00 N o o B~ w DN

Espermatides tipo D

3.7. Avaliacéo da Expressdo Génica por RT-PCR

A expressdao do RNAm do c-fos foi pesquisada, pela técnica da reacdo em
cadeia da polimerase a partir de transcricdo reversa (RT-PCR). O principio desta
técnica é a sintese de um DNA complementar (cDNA) ao RNAm, através do
anelamento de um iniciador inespecifico dentro da regido alvo do RNAm do c-

fos, e amplificacdo do mesmo pela PCR (Rappolee et al., 1988).

3.7.1. Extracéo e quantificacdo do RNA

As amostras de testiculo estocadas a -80°C foram trituradas por um
homogeneizador elétrico Modelo MA-102/Mini (Marconi Equipamentos,
Piracicaba, SP) em um tubo plastico estéril contendo 1 ml de solugéo de fenol e
isotiocianato de guanidina (Trizol®, Invitrogen, S&o Paulo). A adicdo de
cloroférmio seguida de centrifugagdo (10.000 rpm, 4°C, 15 min) permitiu a
separacdo da solucdo em uma fase aquosa e outra organica. A fase aquosa, que

continha 0 RNA, era transferida para outro tubo e 0 RNA era precipitado com
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alcool isopropilico (isopropanol) em nova centrifugacéo. O precipitado era entdo
lavado com 1 ml de etanol 75% seguido de centrifugacédo curta (7.500 rpm, 4°C,
5 min) (Chomczynski e Sacchi, 1987; Sambrook e Russel, 2001).

O precipitado de RNA era diluido em 20-100ul de agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) e aquecido a 64°C por 10 min para desnaturagao.
Para a quantificacdo, aliquotas de 2ul da solucdo de RNA foram diluidas em 98ul
de é&gua tratada com DEPC e a solucdo resultante foi submetida a
espectrofotometria nas faixas de 260 e 280 nm (GeneQuant®, Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suécia). A pureza do RNA foi considerada satisfatéria quando a razéo
das absorbancias a 260 e 280 nm era superior a 1,6. Considerando que uma
unidade de absorbancia a 260 nm corresponde a 40 ug de RNA por ml de
solucdo, a concentracdo de RNA na solucgéo original era calculada pela formula:

[RNA] = A260 x D x 40 ug/mi
onde A = absorbancia e D = dilui¢cdo da aliquota usada para a quantificacdo. Por

exemplo, para 2 ul da solucdo de RNA em 98 ul de agua, D = 100/2 = 50.

3.7.2. Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi feita a partir de 2 ug de RNA total, utilizando
oligonucleotideos complementares a cauda poli-A do RNAm, que produzem um
cDNA mais puro, exclusivamente a partir do RNAmM. O RNA foi inicialmente
desnaturado a 70°C por 10 minutos juntamente com o iniciador anti-senso. Em
seguida foi incubado com a transcriptase reversa na presenca de tampéo Tris-HCI
20 mM pH 8,4 + KCI 50 mM, cloreto de magnésio 2,5 mM, mistura de
desoxinucleotideos trifosfatados (ANTPs) 0,5 mM e ditiotreitol 10 mM a 42°C
durante 55 min. A reagéo de sintese do cDNA totalizou um volume de 20 ul que
foi armazenado a -20°C até a amplificacdo por PCR. Todos 0s reagentes foram
provenientes da Invitrogen™ (SuperScript™ First-Strand Synthesis System for
RT-PCR).
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3.7.3. Oligonucleotideos Especificos

Os oligonucleotideos (iniciadores) utilizados para amplificacdo do
fragmento de cDNA especifico do RNAm do c-fos foram desenhados a partir da
sequéncia publicada do gene (Van Straaten et al., 1983), obedecendo aos
seguintes critérios:

18 a 27 nucleotideos;

COMoO 0 gene possuia mais de um exon, os iniciadores foram posicionados

preferencialmente nas areas de transicdo intron-exon para inviabilizar a

amplificacdo acidental de DNA gendmico;

a proporcdo de guanina-citosina foi mantida entre 50 e 60% e equilibrada

no par de iniciadores;

a extremidade 3' foi preferencialmente ocupada por C ou G, para

fortalecer a hibridizacéo neste ponto critico.

a temperatura de fusdo (Tm) calculada para o iniciador foi semelhante a

do seu par.

evitaram-se seqliéncias que resultassem em complementaridade dos

iniciadores senso e anti-senso, para inibir a formacéo de dimeros.

Né&o foram elaborados oligonucleotideos para 0 RNAm do ER-beta, pois a
sua expressdo no testiculo humano ja esta bem documentada na literatura
(Makinen et al., 2001; Saunders et al., 2002).

A localizacdo e sequiéncia dos oligonucleotideos sintetizados para o c-fos
estdo apresentados no QUADRO 1.

QUADRO 1
Caracteristicas dos iniciadores sintetizados para

a amplificacdo do proto-oncogene c-fos

c-fos Nucleotideos Sequiéncia sintetizada
Senso 220-237 5" AGCTCTGCTTCACAGCGC 3’
anti-senso 1378-1396 5" GGCCTCCTGTCATGGTCTT 3’
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O iniciador senso foi situado numa regido ndo traduzida do c-fos humano,
que precede o primeiro exon, enquanto o iniciador anti-senso foi localizado no
segundo exon. O fragmento de cDNA amplificado possui 424 pb e inclui trés

areas de transicdo intron-exon.

3.7.4. Protocolo da PCR

As reacdes de PCR foram feitas num volume final de 50 ul seguindo uma
adaptacdo do protocolo sugerido pela Invitrogen™. Os volumes e as
concentracOes finais dos reagentes utilizados na PCR estdo relacionados na
QUADRO 2. Com excecdo do cDNA, todos os reagentes foram reunidos
inicialmente num mix, que foi agitado suavemente e pipetado nos tubos. Cada

tubo recebeu 48 ul do mix inicial e 2 ul de cDNA.

QUADRO 2
Resumo do protocolo de PCR para amplificacédo de cDNA.
Mix Concentracao Final

Agua estéril filtrada (SF) 38,1 ul -
Tampé&o 10x sem Mg 5,0l 1x
MgCl, 50 mM 1,5 ul 1,5mM
dNTP mix (10mM cada) 1,0 pl 0,2 mM
Iniciador senso (10 uM) 1,0 ul 0,2 uM
Iniciador anti-senso (10 uM) 1,0 ul 0,2 uM
cDNA 2,0 ul 1:25
Taq Polimerase (5 Ul/ ul) 0,4 ul 40 mUl/ul
Volume final 50,0 ul -

Os volumes se referem a cada reacdo de 50 pl.
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3.7.5. Programacéo dos ciclos da PCR

As reagdes de PCR foram conduzidas numa maquina de ciclos
térmicos modelo PTC-100 (MJ Research Inc., Watertown MA, USA). O

protocolo utilizado neste trabalho encontra-se resumido no QUADRO 3..

QUADRO 3

Programacéo adotada para os ciclos da PCR.

Gene | Desnaturacdo | Anelamento | Extensdo | Ciclos | Extenséo final

c-fos 94°C 30” 54°C 45"  72°C 90” 30 72°C 5 min

3.7.6. Controles de especificidade

A especificidade dos fragmentos amplificados é atestada pela estrutura dos
iniciadores, cuja seqiéncia de “n” nucleotideos tem uma probabilidade
insignificante (1/4") de se repetir em qualquer outro ponto do genoma, e pelo
peso molecular, estimado pela posicdo dos marcadores na eletroforese. Na fase
de sintese do cDNA, foram preparadas reac6es com RNA de testiculo em que se
omitiu a transcriptase reversa. O produto dessas reacOes foi usado em lugar do
cDNA para servir de controle negativo.

A identidade do fragmento amplificado foi confirmada por digestdo com
enzima de restricdo do produto da RT-PCR. A enzima AVA-I (Invitrogen™) foi
selecionada com o auxilio do software para analise de DNA PC/GENE
(Intellgenetics Inc.). Os volumes dos reagentes e substratos utilizados na digestéo
estdo relacionados no QUADRO 4.
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QUADRO 4

Volumes dos reagentes e substratos utilizados na digestdo enzimatica

Reagentes e substratos Volume
Enzima AVA-I (2-8 U/pul) 2 ul
Tampdo 1x 4 ul
Agua SF 4 ul
cDNA (20,1 pg/ul) 30 ul
Volume final 40 pl

A ndo interferéncia de DNA genémico foi também assegurada pelo

posicionamento dos iniciadores, delimitando areas de transic¢éo intron-exon.

3.7.7. Eletroforese dos produtos da PCR

Os produtos de PCR foram fracionados por eletroforese em gel de
acrilamida para permitir a identificacdo dos fragmentos amplificados (Sambrook
e Russel, 2001). O gel foi preparado a 8% para observagdo de fragmentos de
400-600 pb. Utilizaram-se 4 ml de solucédo estoque de acrilamida 30%; 3 ml de
tampdo de corrida (TBE 5X); 110 ul de perssulfato de aménio 10%; 10 ul de
TEMED (agente polimerizante) e agua destilada (qg.s.p). Foram utilizados 2 pnl
(100 ng) de marcador 50 pb DNA ladder, ou 2 ul (100 ng) de marcador 100 pb
DNA ladder e 3 ul de amostras para os produtos de PCR. Apoés corrida de
eletroforese em 1X tampédo TBE / 50 minutos / 100 volts, o gel foi fixado por 10
minutos em etanol (10%), acido acético (0,5%) e g.s.p. 100 ml de &gua destilada.
Em seguida, foi realizada a impregnacdo por 10 minutos em nitrato de prata
(0,1%). Lavou-se o gel em &gua destilada por 3 a 5 minutos e revelou-se 0
mesmo por 10 minutos em solugdo contendo hidroxido de sodio (3,6%), formol
(0,3%) e g.s.p. 100 ml de &gua destilada (Herring et al., 1982).
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O gel foi visualizado e fotografado através de transiluminagdo por luz
branca, no sistema de fotografia Alpha Digi Doc (Alpha Innotech Corp.)
utilizando-se o software Alpha Digi Doc 1201 - Ease FC (Alpha Innotech Corp.).
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4. Resultados

4.1. Expressao do c-fos

A expressdo do c-fos foi confirmada no testiculo humano por RT-PCR
(FIG. 3) e digestdo com enzima de restricdo (FIG.4). A enzima AVA-I clivou o
fragmento de 424 pb na posi¢do 78, gerando dois novos fragmentos de 78 e 346
pb cada (FIG. 4).

Marcador Branco T4E T4E Neg T2D T2D Neg

FIGURA 3 - RT-PCR do c-fos no testiculo humano. O fragmento de
424 pb, analisado em gel de acrilamida, corresponde ao
RNAmM do c-fos. T4E = testiculo esquerdo do paciente 4
e T2D = testiculo direito do paciente 2.
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500 bp
400 bp

300 bp

200 pb

100 pb

Marcador T4E T4E D T2D I2DD

FIGURA 4 - Digestdo por enzima de restricdo do produto da RT-

PCR para c-fos no testiculo humano. Os fragmentos
de 78 pb e 346 pb correspondem aos sub-produtos do
amplificado original. T4E = testiculo esquerdo do
paciente 4 e T2D = testiculo direito do paciente 2.
T4E D e T2D D = produto da digestdo enzimaética.
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4.2. Imunolocalizacédo da proteina c-Fos

A imunoreatividade para c-Fos ocorreu principalmente nas espermatides
tipo B (pequeno destaque do acrossoma) e células de Sertoli. A intensidade de
coloracdo das células de Sertoli variou de intensa a moderada e algumas vezes
essas células eram negativas (FIG. 5a e 5c).

As espermatogonias, espermatdcitos e espermatides tipo A foram
predominantemente negativas. Quando positivas, as espermatogonias
apresentaram intensa imunocoloracdo. Por outro lado, os espermatdcitos e as
espermaétides tipo A apresentaram uma imunocoloragdo mais discreta em relagédo
as outras células (FIG. 5b e 5d). Espermatides tipo C e D apresentaram coloracéo
apenas na regido da cauda (FIG. 5a-b).

As células de Leydig apresentaram marcacdo inespecifica em granulos
citoplasmaticos, o que foi confirmado por marcacéo similar também presente no
controle negativo. As células midides ndo apresentaram qualquer tipo de

marcacdo para c-Fos.

25



FIGURA 5 - Expressdao imuno-histoquimica da proteina c-Fos em tecido testicular

humano. 3 = célula de Sertoli; 4 = espermatog6nia; 5 = espermatdcito; 6
= espermatide tipo A; 7 = espermaétide tipo B e 9 = espermatide tipo D.
A coloracdo castanha nuclear indica a presenga da proteina c-Fos.
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4.3. Imunolocalizacéo da proteina c-Fos fosforilada

Ap0s a fosforilagdo da treonina presente na posicao 232 da proteina c-Fos,
observaram-se importantes variacdes na localizacdo desta proteina no testiculo
humano, quando comparada com a proteina ndo fosforilada. A imunoreatividade
passou a ocorrer principalmente nas espermatides tipo A, B e C, acompanhando
todo o processo de diferenciacdo celular e com destaque para a concentracédo da
proteina no acrossoma celular. Observou-se negatividade destas mesmas células
em alguns tabulos seminiferos. As espermatides tipo D apresentaram-se sempre
negativas para c-Fos fosforilada. Foi possivel identificar em alguns tabulos
seminiferos a transicdo de espermatide tipo C positiva para espermatide tipo D
negativa para c-Fos (FIG. 6).

A célula de Sertoli, que antes era predominantemente positiva, passou a
ser predominantemente negativa, com raras células positivas para a proteina
fosforilada (FIG. 6e-g)

Todos os outros tipos celulares ndo apresentaram qualquer tipo de

marcacao especifica para a proteina c-Fos fosforilada (FIG. 6).
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FIGURA 6 — Expressdo imuno-histoquimica da proteina c-Fos fosforilada em tecido testicular humano. 3 = célula de Sertoli; 4 =
espermatogdnia; 5 = espermatdcito; 6 = espermatide tipo A; 7 = espermatide tipo B; 8 = espermatide tipo C e 9 =
espermatide tipo D. A coloragdo castanha nuclear indica a presenca da proteina c-Fos fosforilada.
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4.4. Imunolocalizacédo do receptor de estrogénio beta

A imunomarcagdo para receptor de estrogénio beta ocorreu tanto no
compartimento intersticial quanto no compartimento tubular (FIG. 7). As células
mioides e células de Sertoli foram francamente coradas para ER-beta, no entanto
houve heterogeneidade na marcagdo das células de Sertoli que apresentaram-se
fortemente coradas na maioria dos tubulos, mas fracamente coradas em outros
(FIG. 7a-c).

Alguns espermatocitos e espermatides tipo A também apresentaram
discreta marcacao, porém o padrdo para estes tipos celulares foi a negatividade
para ER-beta. Ndo se detectou nenhuma marcacdo nos outros tipos celulares
analisados (FIG. 7a-c).

As células de Leydig apresentaram fraca positividade na maioria dos

cortes, sendo que algumas foram mais fortemente coradas (FIG. 7e).
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FIGURA 7 — Expressdao imuno-histoquimica da proteina ER-beta em tecido
testicular humano. 1 = células de Leydig; 2 = célula mioide; 3 =
célula de Sertoli; 5 = espermatdcito; 6 = espermatide tipo A e 8 =
espermatide tipo C. A coloragdo castanha nuclear indica a
presenca do ER-beta.
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A TABELA 3 apresenta um sumario dos principais achados da localizacdo

imuno-histoquimica das proteinas investigadas neste estudo.

TABELA 3

Sumario da imunolocalizacdo das proteinas

c-Fos, c-Fos fosforilada e ER-beta no testiculo humano

Localizacéo c-Fos c-Fos fosforilada ER-beta
Célula de Leydig - - 4+
Célula mioide - - S+
Célula de Sertoli ++/- +/-- F+
Espermatogonias A e B +/-- - -
Espermatécitos 1% e 2% +/-- - +/--
Espermatides tipo A +/-- ++/- +/--
Espermatides tipo B +++ ++/- -
Espermatides tipo C - ++/- i

Espermatides tipo D

A intensidade da imunocoloracdo foi classificada
predominantemente negativa (+/--), predominantemente positiva (++/-) ou

sempre positiva (+++).

como ausente (-),
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5. Discussao

5.1. Expresséo do c-fos

O crescimento e diferenciacdo de uma célula normal sdo controlados por
eventos complexos que, quando coordenados, suprem as necessidades dos
tecidos e, por conseguinte do organismo como um todo. A medida que os
mecanismos envolvidos no controle do crescimento celular sdo decifrados, torna-
se evidente que 0s proto-oncogenes sdo pecas fundamentais na modulacdo dos
eventos que levam a proliferacédo e diferenciacdo das células normais (Schuchard
etal., 1993).

A expresséo do RNAm do proto-oncogene c-fos ja foi relatada no
parénquima testicular de alguns vertebrados (Wolfes et al., 1989; Hall et al.,
1991; Schultz et al., 1995; Cobellis et al., 1997). No testiculo humano, a
presenca do RNAm foi comprovada pela primeira vez neste estudo, confirmando

assim a transcricdo e expressdo génica do c-fos no testiculo humano.

5.2.  Imunolocalizacéo da proteina c-Fos

A distribuicdo da proteina c-Fos foi descrita em estudos
imunohistoquimicos do parénquima testicular de varios vertebrados (Cohen et
al., 1993; Schultz et al., 1995; Chieffi et al., 1997; Cobellis et al., 2002). Dentre
estes, o0 estudo de Schultz e colaboradores (1995) é um dos mais importantes,
pois correlacionou a expressdo do RNAmM com a expressdo da proteina. Estes
apresentaram os resultados de acordo com a classificacdo celular morfoldgica
estabelecida por Leblond (1952) para o estadiamento da espermatogénese em
ratos. A imunorreatividade nuclear para c-Fos foi observada em todos os estadios
celulares, porém com diferencas nos tipos celulares e na intensidade da
marcacdo. Dentre as células coradas, os espermatocitos primarios e as células de
Sertoli (exceto estddio VII) foram aquelas que se apresentaram positivas

praticamente durante todos os estadios. Em compensacdo, 0s outros tipos
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celulares apresentaram imunoreatividade nuclear intermitente. O estudo do
RNAmM mostrou que nem sempre a imunoreatividade acompanhava a intensidade
da transcricdo génica. Sabe-se que algum RNAm pode ser estocado durante o
inicio do ciclo espermatogénico e traduzido durante fases tardias da
espermiogénese (Geremia et al., 1978), o que poderia explicar estas diferencas.

Até o presente momento, somente o estudo in vitro de Suomalainen e
colaboradores (2004), da apoptose de células germinativas relacionadas a
proteina de ativacdo 1 (AP-1), proporcionou resultados da localizacdo celular da
proteina c-Fos no parénquima testicular humano. Este ndo avaliou a localizacdo
da proteina apds ser fosforilada. Os autores descreveram uma imunocoloragdo
citoplasmatica em algumas espermatogonias e espermatécitos jovens antes do
inicio da cultura de tecido em condicdes livres de soro. Nestas mesmas
condic@es, as células de Sertoli eram c-Fos-negativas. Apds 5 horas de cultura
livre de soro, as células de Sertoli passaram a apresentar positividade nuclear
para a proteina c-Fos. Os autores ndao mencionam se as espermatogbnias e
espermatdcitos jovens passaram a apresentar negatividade para a proteina.

Os resultados deste trabalho corroboram parte dos achados do estudo in
vitro de Suomalainen et al (2004), visto que as células de Sertoli,
espermatogbnias e espermatdcitos apresentaram uma coloracdo intermitente,
possivelmente refletindo uma ativacdo estadio-especifica. A imunocoloracdo
citoplasmatica foi a principal diferenca encontrada, sendo que 0s nossos achados
apoiam aqueles obtidos do rato (Schultz et al., 1995), em que a coloracédo para a
proteina c-Fos foi exclusivamente nuclear e/ou perinuclear (Schultz et al., 1995;
Chieffi et al., 1997). Por outro lado, Cobellis e colaboradores (2002) relataram
gue a mudanca de uma forma citoplasmatica da proteina para duas formas
nucleares diversas, uma fosforilada e outra ndo fosforilada, seriam responsaveis
pela reativacdo da espermatogénese na Rana esculenta. Esta alteracdo poderia
explicar a mudanca na localizagcdo sub-celular da proteina vista no estudo de
Suomalainen, apesar do seu anticorpo primario ter sido somente contra a proteina
c-Fos néo fosforilada.
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No presente estudo, a proteina c-Fos também apresentou imunoreatividade
em espermatides tipo A (intermitente) e tipo B (constante). Este resultado reflete
uma atividade génica em células haploides, o que ndo foi observado por
Suomalainen em seu estudo. Geremia (1978) e Dadoune (Dadoune, 1994)
descreveram que, durante a espermatogénese, células hapldides (espermatides
arredondadas tipo A) sdo capazes de sintetizar RNAm e proteinas. Isto explicaria
0 aparecimento tdo intenso da proteina c-Fos em espermatides tipo B
(alongadas). A partir deste estagio (espermatides tipo B), estas ndo sdo mais
capazes de sintetizar RNAm e proteinas.

Foi observada pela primeira vez no parénquima testicular humano a
presenca da proteina c-Fos fosforilada. Kousteni e colaboradores (2003)
descreveram que é possivel ocorrer ativacdo, via interacdo estrogénio-receptor,
de proteinas cinases com atividade sobre os residuos de serina e/ou treonina
(ERKSs) que seriam responsaveis pela fosforilagdo da proteina c-Fos. Este
mecanismo € independente das acGes gendmicas classicas dos receptores
esterdides. (Kousteni et al., 2003). A fosforilacdo da proteina c-Fos, via ERKSs, &
essencial para a acdo mitogénica dos fatores de crescimento derivados de
plaquetas (PDGF) em fibroblastos de camundongos. A fosforilacdo da proteina c-
Fos no seu dominio de transativacdo resulta em aumento da atividade
transcricional (Monje et al., 2003).

A imunorreatividade da proteina c-Fos fosforilada foi diferente da néo
fosforilada, sendo encontrada principalmente no ndcleo das espermatides tipo A,
B e C (predominantemente positivas) e celulas de Sertoli (predominantemente
negativas). A presenca da proteina fosforilada em células mais diferenciadas da
espermiogénese indica uma possivel ativacdo desta por fatores de transcricdo
autdcrinos e/ou paracrinos que estariam regulando a diferenciacédo celular até a
formacdo dos espermatozoOides. A marcacdo intensa da proteina c-Fos ndo
fosforilada nas espermatides tipo B justificaria a presenca da homologa
fosforilada em espermatides tipo B e C. Notou-se também que a proteina c-Fos
fosforilada foi muito concentrada no acrossoma em formacao das espermatides.

A funcdo desta proteina no acrossoma espermético é desconhecida. Apds a
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passagem para 0 estagio D, esta ndo apresentou imunoreatividade alguma,
ilustrando a sua inativacdo e possivel eliminacao.

As células de Sertoli, que eram predominantemente positivas para a
proteina c-Fos, passaram a ter uma expressdao diminuida desta ap6s a sua
fosforilacdo, o que pode representar uma inibicdo da funcéo desta proteina neste

tipo celular.

5.3.  Imunolocalizacéo do receptor de estrogénio beta

A imunoexpressdo da proteina ER-beta ja foi descrita no testiculo humano
(Makinen et al., 2001; Saunders et al., 2002; Gaskell et al., 2003; Aschim et al.,
2004; Shapiro et al., 2005) porém néo foi encontrado nenhum estudo onde este
receptor esteja relacionado com o proto-oncogene c-fos.

Shapiro e colaboradores (2005) analisaram a expressdo do ER-beta no
testiculo humano fetal. A imunoreatividade com 12 semanas de gestagdo ocorreu
principalmente em células germinativas, células midides e células de Leydig.
Por outro lado, Gaskell e colaboradores (2003), também em testiculos de 12
semanas de gestacdo, observaram imunocoloragdo muito fraca ou negativa em
células germinativas e intermitente nas células de Sertoli, células midides e
células de Leydig. Estes dois estudos sdo importantes para ressaltar a presenca do
ER-beta durante a formacao e desenvolvimento testicular humano.

Saunders e colaboradores (2002) descreveram intensa imunoexpressao do
ER-beta em espermatocitos paquitenos e espermatides arredondadas. Células de
Sertoli, espermatogdnias e espermatocitos pré-leptotenos, leptotenos, zigotenos e
diplotenos apresentaram marcagdo menos intensa. Espermatides alongadas nao
apresentaram marcacdo. Aschim e colaboradores (2004) encontraram
imunorreatividade no nucleo de espermatogénias, espermatdcitos e espermatides
jovens. Espermatides alongadas, espermatozdides, células de Sertoli e Leydig
foram todas negativas para o ER-beta.

O presente estudo encontrou imunopositividade constante para células de

Leydig, midides e de Sertoli, sendo que as células de Leydig apresentaram
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coloragdo mais fraca quando comparadas as células de Sertoli. Espermatocitos e
espermatides tipo A foram predominantemente negativos. As diferencas entre 0s

trés estudos podem ser devidas a diferentes protocolos e/ou anticorpo utilizado.

5.4. Proteina c-Fos e receptor de estrogénio beta

Embora estudos complementares sejam necessarios para se confirmar que
estrogénios e proto-oncogenes sejam capazes de alterar o ciclo espermatogénico,
a presenca do proto-oncogene c-fos em células somaticas e principalmente
celulas germinativas, além do ER-beta em células somaticas, nos permite supor
duas possiveis vias de regulacdo entre estes: a primeira seria a via classica direta,
pela qual o estrogénio se ligaria ao seu receptor nuclear e alteraria a expressao
génica. Sabe-se que o proto-oncogene c-fos (Gaub et al., 1990; Cobellis et al.,
1999; Cobellis et al., 2002) participa desta via como um dos genes de expressao
imediata, que posteriormente afeta a expressdo de genes estruturais. Estes
mesmos esterdides poderiam alterar a atividade transcricional da proteina c-Fos,
por exemplo, por fosforilacdo/desfosforilacdo do residuo de treonina na posicao
232. As células de Sertoli exibiram positividade para o ER-beta e para a proteina
c-Fos nas formas ndo-fosforilada e fosforilada, o que representa a via completa.
A segunda via seria a indireta. A acdo dos estrogénios nas células somaticas,
poderia leva-las a secretar proteinas (fatores de crescimento e/ou diferenciagéo)
com acdo paracrina e/ou justacrina que atuariam no controle do processo
espermiogénico. Estes regulariam tanto a expressdo génica quanto a atividade
transcricional da proteina c-Fos.
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6. Conclusoes

1. Comprovou-se, por meio de RT-PCR, a expressdo do proto-oncogene c-

fos no parénquima testicular humano.

2. As proteinas c-Fos, c-Fos fosforilada e ER-beta sdo expressas no testiculo
humano, sendo que as duas primeiras estdo localizadas principalmente nas
células germinativas e célula de Sertoli e a ultima principalmente nas

células somaticas (células de Leydig, Sertoli e midides).

3. Adistribuicdo encontrada das proteinas c-Fos e ER-beta nos permite supor
uma inter-relacdo entre estas; seja pela acdo estrogénica na célula de
Sertoli, alterando a expressdo local de c-fos, seja indiretamente, pelos
efeitos que o estimulo estrogénico sobre as células sométicas poderia ter

sobre a expressdo de c-fos no epitélio germinativo.
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Belo Horizonte, 17 de maio de 2005.

PROCESSO N° 035/05

TITULO: “Estudo  enddécrino-molecular de testiculo em  homens
orquiectomizados e em homens azoospérmicos.”

Sr(a) Pesquisador(a):

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciade, considerando sua
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Projetos de Pesquisa sobre o mesmo e a aprovagdo do COEP/UFMG em
15/junho/2004, esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional.
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Atenciosamente,

t <

o\ .\%Lrb\.' A
PR@F.YD’A EZ OLIVEIRATCASTRO
Ditetor da DEPE/HC-UFMG

Ao

Prof. Fernando Marcos Reis
Depto. Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina/UFMG

Y

CGC: 17.217.985/0034-72 « Av. Prof Alfredo Balena, 110 = 1" andar
Bairro Santa Efigénia - CEP 30130-100 - Belo Horizonte - MG
Telefone: (031) 3248-9379 ~ 3248-9375 - FAX: (031) 3248-9380 - depetid he.ufing.br

43



UF G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
Parecer n2. ETIC 032/04

Interessado: Prof. Dr. Fernando Marcos Reis
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG -~ COEP,
aprovou apés cumprida as solicitagdes a diligéncia no dia 15 de
junho de 2004 o projeto de pesquisa intitulado « Estudo Endécrino
Molecular do Testiculo em Homens Orquiectomizados e em
Homens Azoospérmicos. » e o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido do referido projeto.
O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP

um ano apés o inicio do projeto.

b T s
Profa. Dra. Maria Elena Lima Perez Garcia

Presidente do COEP/UFMG

Av. Presidente Anténio Carlos, 6627, Prédio da Reitoria — 7° andar sala: 7018 - 31,270-90] - BH - MG
(31) 3499-4592 - FAX: (31) 3499-4027 - coep@prpg.ufmp.br

44



Apéndice A - Formuléario de consentimento livre e esclarecido

I. INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

A pesquisa visa ao estudo da fisiologia do tecido testicular de pacientes
orquiectomizados (pacientes que tém seus testiculos retirados por meio cirirgico)
e terd o objetivo de melhor compreender as alteracdes fisioldgicas do tecido de
testiculos com e sem producdo de espermatozOides em pacientes
orquiectomizados. Uma melhor compreensao da fisiologia desse tecido ajudara
no entendimento da espermatogénese (formacédo de espermatozdides), bem como
na melhora do tratamento da infertilidade masculina. Nesta pesquisa sera
utilizada somente uma parte do fragmento de tecido testicular retirado no
momento do procedimento cirdrgico para fins de tratamento oncologico.

Il. SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo sera revelada
publicamente em hipdtese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste
projeto terdo acesso a essas informacdes, que serdo utilizadas somente para fins
de pesquisa.

I11. BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trara inumeros beneficios importantes que poderdo ter
aplicacdo direta na terapéutica. O conhecimento das alteracdes fisioldgicas e das
respostas do tecido testicular poderd ajudar no tratamento da infertilidade
masculina.

IV. RISCOS

N&o existe risco para 0s pacientes, uma vez que serd utilizada somente
parte do tecido testicular ja retirado quando do procedimento cirdrgico
(orquiectomia: retirada do testiculo) para fins de tratamento oncolégico.

V. RESSARCIMENTO DAS DESPESAS
N&o estad prevista qualquer forma de remuneracdo para os voluntarios.
Todas as despesas especificas relacionadas ao estudo sdo de responsabilidade do

laboratdrio de Endocrinologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.
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DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispde de tal liberdade para esclarecer qualquer ddvida que possa
surgir durante a pesquisa e podera recusar-se a participar deste estudo e/ou
abandona-lo a qualquer momento, sem precisar justificar. A aceitacdo ou nao da
participacdo ndo influenciard no seu tratamento. Nesta pesquisa utilizaremos
somente parte do tecido testicular retirado durante a orquiectomia (retirada do
testiculo); ndo serdo utilizados outros tecidos, ndo sendo realizado qualquer tipo
de manipulacdo, experimento ou intervencéo direta com o paciente.

VI. TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu,
voluntariamente, concordo que o material biologico (tecido testicular)
proveniente da minha cirurgia de orquiectomia seja utilizado para fins de
pesquisa cientifica no laboratério de Endocrinologia do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. Estou ciente do exposto acima e, ainda, de que esta
pesquisa ndo trard qualquer prejuizo a minha saude.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do voluntario

Telefone para contato: 3248-9487 (Urologia Hospital das Clinicas da UFMG)
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