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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os hormonios tireoidianos sao essenciais para varios processos biolégicos como
desenvolvimento, crescimento e metabolismo. A tiroxina (T4), o principal produto
secretado pela tireéide, funciona primariamente como um pré-hormoénio para a
producgao do hormoénio tireoidiano ativo, triiodotironina (T3). O T3, que possui alta
afinidade pelos receptores nucleares dos hormonios tireoidianos (TR), é responsavel,
virtualmente, por todos os efeitos metabodlicos dessa classe de hormonios.

As reacOes de desiodacdo do Ti que resultam na ativagdo do hormonio
tireoidiano, sdo catalisadas pela acdo de duas isoenzimas denominadas iodotironinas
monodesiodases. A iodotironina desiodase tipo 1 (D1) catalisa a desiodagao tanto do
anel fenodlico quanto do anel tirosinico convertendo T4 a T3, Ty a rTs e Tz e 1Tz a T2. A
desiodase tipo 2 (D2) atua exclusivamente no anel fenélico das iodotironinas,
convertendo T4 a Ts e rT3 a To. Do ponto de vista fisiolégico o papel atribuido a D1 é
fornecer Ts para circulacdo periférica, enquanto a funcdo da D2 é regular a
concentragao intracelular do T3 em tecidos onde a presenca desse hormonio é critica.

Estudos recentes realizados pelo nosso grupo descreveram pela primeira vez a
presenca da enzima D2 no testiculo de camundongos. No entanto, a expressao da D2
nas diferentes subtipos celulares do testiculo, bem como sua importincia para a

regulacdo dos hormonios tireoidianos sobre a funcdo do aparelho reprodutor
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masculino, ndo sdo conhecidas.

Nesse sentido, o presente trabalho propde:

* Avaliar a expressao e atividade da D2 nos subtipos celulares do testiculo;

* Avaliar a expressao da D2 na prostata, epididimo e vesicula seminal;

* Avaliar as alteragdes da expressao da D2 no aparelho reprodutor de ratos

adultos hipotireoideos.



RESUMO

Classicamente o testiculo tem sido descrito com um 6érgao nao-responsivo aos
hormoénios tireoidianos. Entretanto, nos dultimos anos, diversos estudos tém
demonstrado que os hormonios tireoidianos desempenham um papel critico para o
desenvolvimento e funcdo testicular. Trabalhos realizados pelo nosso grupo
identificaram a presenca da desiodase tipo 2 (D2), enzima envolvida na conversao do Ty
no hormoénio ativo T3, no testiculo de camundongos adultos e sua regulacdo pelo status
tireoidiano. No entanto, a localizagdo da D2 nos diferentes tipos celulares nesse 6rgao
ndo foi estabelecida. O presente trabalho avaliou a expressao e atividade da D2 nas
fracOes germinativa e somatica do testiculo, bem como sua atividade nos demais 6rgéos
do aparelho reprodutor de ratos adultos. Para os ensaios de Real Time-PCR e
determinacdo de atividade enzimatica, os testiculos de ratos controles e hipotireoideos
(tratados com metimazol 0,03% por 4 semanas) foram removidos e imediatamente
tratados enzimaticamente para isolamento de fracdes somatica e germinativa. Os demais
tecidos foram removidos e congelados para posterior utilizacdo. Para os ensaios de
hibridizacdo in situ, os animais foram preparados, e os testiculos, removidos e
analisados. Os sinais de hibridizacdo in situ, confirmados pela determinagdo dos niveis
de mRNA da D2 através da técnica de Real Time-PCR, demonstraram a presencga de
transcritos da D2 em niveis significativamente maiores nas células germinativas quando

comparado as células somaéticas (P=0,001). A atividade enzimatica da D2 nessas células
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foi de 0,23 + 0,003 fmol/min.mg prot. As células tubulares sométicas, bem como as
células intersticiais, foram virtualmente negativas para a presenca da D2. Nos demais
tecidos avaliados, a atividade da D2 foi detectada apenas na prostata (0,03 fmol/min.mg
prot). A inducao do hipotireoidismo aumentou significativamente a atividade da D2 na
fracdo germinativa (p=0,03), e também na prostata (p=0,007). Este trabalho demonstra,
pela primeira vez, a expressdo da D2 nas células germinativas do testiculo adulto,

sugerindo um efeito do hormonio tireoidiano sobre o processo de espermatogénese.

Palavras-chave: Tiredide, Hormonio Tireoidiano, lodotironina Desiodase

tipo 2, Aparelho Reprodutor Masculino, Testiculo.
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RESUMO

Os hormonios tireoidianos sao essenciais para o crescimento, desenvolvimento e
metabolismo. O pré-hormoénio tiroxina (Ti) é sintetizado e secretado pela glandula
tiredide junto com uma pequena quantidade do hormonio ativo, a triiodotironina (T3). A
conversdao de Ty em Ts ocorre na periferia através da atividade das iodotironinas
desiodases tipo 1 e tipo 2 (D1 e D2). Os efeitos biol6gicos dos hormonios tireoidianos
sdo mediados pela interacio do hormoénio metabolicamente ativo (T3) com
transportadores de membrana e receptores nucleares, resultando em ativagdo da
transcricdo génica. Os hormonios tireoidianos também desempenham uma agdo néo-
gendmica, que ocorre na membrana plasmadtica, citoplasma e também em organelas
como a mitocondria. Classicamente as gonadas eram consideradas refratdrias aos
hormonios tireoidianos. Estudos recentes, no entanto, t¢ém demonstrado que o hormoénio
da tiredide desempenha um papel critico no aparelho reprodutor, ndo somente durante
o periodo de desenvolvimento, mas também na vida adulta. Neste artigo apresentamos
uma revisdo sobre o papel desempenhado pelos hormonios tireoidianos sobre o

desenvolvimento e funcao testicular.
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INTRODUCAO

Os hormonios tireoidianos sdo produzidos na glandula tire6ide em um processo
que envolve o transporte ativo do iodo para dentro do foliculo através do transportador
transmembrana especifico (NIS), sua oxidacdo e incorporacdo em residuos tirosina na
molécula de tireoglobulina [1]. Esta iodinacdo de tirosinas resulta em residuos
monoiodinados (MIT) e diiodinados (DIT) que sdo enzimaticamente ligados para formar
tiroxina (T4) e triiodotironina (T3). A tireoglobulina iodinada que contém MIT, DIT, Ty e
T3 é armazenada como polipeptideo extracelular no coléide, préximo ao ldmen das
células foliculares da tiredide. A liberacdo dos hormonios é feita através da endocitose e
digestao lisossomal da tireoglobulina na célula folicular. Embora a tire6éide produza
preferencialmente T4, o principal hormonio tireoidiano circulante, é o Tz a forma

biologicamente ativa [1, 2].

A sintese e secrecdo dos hormonios tireoidianos é regulada pelo TSH através de
um sistema de retroalimentagdo negativo que envolve o hipotdlamo, hipoéfise e a
glandula tire6éide. O hormonio liberador de tireotrofina (TRH) é um hormonio secretado
pelo hipotdlamo e estimula os tireotrofos da hipéfise a secretarem TSH (hormonio
tireotrofico). Tanto a secrecdo do TRH quanto do TSH sao reguladas pelos niveis
circulantes dos hormonios tireoidianos, secretados pela tiredide em resposta ao estimulo

do TSH [1].
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A transformacdo metabdlica do hormonio tireoidiano nos tecidos periféricos
envolve uma série de reagdes enzimaticas complexas, dentre as quais a desiodacdo é o
mecanismo para a ativagdo hormonal. As iodotironinas desiodases tipo 1 (D1) e tipo 2
(D2) catalizam esta reagdo. A iodotironina desiodase tipo I (D1) cataliza a desiodagao
tanto do anel fendlico quanto do anel tirosinico convertendo T4 a T3, TsarTs e Ts e rTs a
T>, enquanto a desiodase tipo 2 (D2) atua exclusivamente no anel fendlico das
iodotironinas, convertendo T4 a Ts e rTs3 a T2. [3]. Apesar de compartilharem grande
homologia, essas enzimas, que sdo proteinas integrais da membrana e possuem o raro
aminoacido selenocisteina no seu sitio catalitico, sdo distintas com relacdo as suas
propriedades cinéticas, especificidade pelo substrato, inibicdo por drogas tireostaticas,
distribuicdo tecidual e resposta ao status tireoidiano [4, 5] (Tabela 1). Do ponto de vista
tisiologico, o papel atribuido a D1 é fornecer T3 para a circulagdao periférica, enquanto a
funcdo da D2 é regular a concentracao intracelular do Ts nos tecidos em que a presenca
desse hormonio é critica, tais como cérebro e hipdfise. Além disso, estudos recentes

demonstraram que a D2 seria a principal fonte de T3 plasmatico no ser humano [6].

Z

A atividade das desiodases é regulada por um processo complexo, e varias
situagOes fisiopatolégicas podem alterar a desiodacdo em um determinado tecido, tais
como a varia¢do do status dos hormonios tireoidianos circulantes [4]. Deste modo, no
hipotireoidismo, a atividade da D1 estd diminuida, enquanto a atividade da D2 esté
aumentada, preservando os niveis teciduais de Ts apesar da hipotiroxinemia. Alteracdes

opostas sdo observadas no hipertireoidismo. Essas mudancas parecem ser coordenadas
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de forma a manter os niveis circulantes e intracelulares de T3 dentro da faixa de

normalidade.

MECANISMOS DE ACAO DOS HORMONIOS TIREOIDIANOS

Os primeiros estudos sobre captacdo dos hormoénios tireoidianos em diferentes
tecidos e células surgiram na década de 50, nos quais a translocacdo desses hormonios
através da membrana plasmatica se daria através de um processo de difusdo simples [7].
Trinta anos mais tarde surgiram estudos sobre especificidade de ligagdo dos hormoénios
tireoidianos na membrana plasmética de células-alvo e também sobre um processo de
transporte saturdvel e dependente de energia para Ts e T3 [8-10]. Desde entdo, diversos
laboratérios tém confirmado a existéncia de sistemas transportadores especificos para os

hormonios tireoidianos em diversos tecidos e diferentes espécies [11].

A captacdo celular de T4 e Ts através de sitios de alta afinidade depende de
energia, temperatura e gradiente de Na*, com resultante translocagdo do hormonio pela
membrana. Em sitios de baixa afinidade, no entanto, o transporte hormonal é feito
através da ligacdo do hormoénio a proteinas carreadoras especificas da membrana,
independente de gradiente, temperatura ou energia [11]. Os dois tipos principais de
transportadores tecido-especificos para os hormonios tireoidianos sao: transportadores
de anions organicos e transportadores de aminoacidos tipo L [11]. Estudos recentes

identificaram uma classe de transportadores anidonicos de alta afinidade para T4 e T
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(GSTs) na membrana plasmaética das células dos ovarios e também do testiculo em
diferentes espécies animais e em humanos, durante o desenvolvimento e também na
fase adulta [12]. Em animais, a expressao destes transportadores parece ser mais intensa

durante a fase adulta do que com trés semanas de vida [12].

Os efeitos bioldgicos do Ts que resultam em estimulagdo da transcrigdo génica sdo
mediados por receptores nucleares do hormoénio tireoidiano, membros da superfamilia
de receptores esterdides. Esses receptores encontram-se ligados aos genes-alvo em
regides especificas do DNA chamadas ERTs (elementos responsivos do hormoénio
tireoidiano). Quando o ligante (T3) une-se ao receptor nuclear, ocorre uma modificagao
conformacional, remogao de co-repressores, recrutamento de co-ativadores e proteinas

acessorias e indugdo da transcricao génica [1, 13] (Figura 1).

Os receptores nucleares sdo compostos por duas isoformas principais: TRa e
TRp, codificados por dois genes distintos (c-erbAa e c-erbAp, respectivamente) [1, 14].
Como resultado de splicing alternativo existe uma heterogeneidade adicional do
transcrito de mRNA que leva a codificacdo de nove isoformas diferentes do peptideo
(TRal, a2, a3, A al, A a2, B1, B2, 3 e A B3) sendo que, dessas, apenas trés contém tanto
a porcao funcional do ligante quanto o dominio de ligacdo do DNA. As trés isoformas
funcionais foram identificadas como TRal, TRP 1 e TR 2 e sdo os receptores nucleares
verdadeiros que induzem a transcricdo génica [15]. As isoformas ndo funcionantes do
receptor podem atuar como antagonistas dominantes dos receptores verdadeiros de T3,

mas seu papel fisiolégico ainda ndo foi totalmente definida [16]. A regulacdo de cada
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um dos receptores varia conforme a isoforma, o tecido e o estagio de desenvolvimento
[17]. Cada uma das isoformas do receptor do hormoénio tireoidiano é expressa nao
somente em humanos, mas também em diferentes espécies animais, observando-se

grande homologia da seqtiéncia de aminoacidos entre as espécies.

Os efeitos gendmicos dos hormonios tireoidianos tém uma laténcia de horas a
dias. Entretanto, alguns efeitos fisiologicos do Ts ocorrem rapidamente, o que seria
incompativel com a transcricdo génica. Esses efeitos nao-classicos estdo associados, por
exemplo, a acdo direta do hormonio sobre segundos mensageiros. Essa agdo pode levar
a ativacdo de multiplas cascatas de sinalizacdo, tais como a ativagdo de quinases, o
influxo de cdlcio nas sinapses, efluxo nos cardiomidcitos, e polimerizacdo da actina, o
que regularia diversos processos fisiolégicos, entre eles, a termogénese, a resisténcia
vascular periférica, o inotropismo cardiaco, entre outros [18]. Na membrana plasmética,
foi descrito que o hormonio tireoidiano pode ligar-se a sitios especificos, alterando o
trafego intracelular de proteinas, a atividade das quinases, a troca de ions e estrutura

do citoesqueleto [19].

HORMONIOS TIREOIDIANOS E FUNCAO TESTICULAR

O papel dos hormonios tireoidianos na morfologia e funcao testicular tem sido
discutido na literatura desde que estudos iniciais sugeriram que os testiculos de animais
adultos eram metabolicamente refratarios aos hormonios da tiredide [20]. Estudos das

altimas décadas, porém, demonstraram que a disfungdo da tiredide estd associada ndo



21

somente com anormalidades da morfologia e funcdo testicular, mas também com
diminuigao da fertilidade e alteracdes da atividade sexual em homens [21-23].

A faléncia tireoidiana pré-puberal em homens pode ocorrer em associacdo com
aumento do volume testicular e alteracbes nos hormonios sexuais [24]. Individuos
hipotireoideos na infancia e no periodo pré-puberal apresentam atraso na maturacdo
sexual e macroorquidia sem virilizagdo. Essas alteracdes podem ser revertidas com a
reposicao hormonal. O atraso na maturacdo sexual e desenvolvimento parecem mais
graves quanto menor for a idade da faléncia tireoidiana [24].

Alteracdes morfolégicas sdo observadas nos testiculos de homens com
hipotireoidismo crénico, observando-se reducdo do ntmero de células de Sertoli e
Leydig, reducdo no diametro tubular, edema intersticial e espessamento da membrana
basal dos tabulos seminiferos [15].

Os efeitos do status tireoidiano sobre a qualidade do sémen tem sido objeto de
alguns estudos. Observagoes clinicas iniciais descreveram oligospermia e diminuicdo da
mobilidade dos espermatozéides em homens hipertireoideos [25]. Estudos mais recentes
realizados em paciente hipertireoideos também descreveram alteracdes significativas na
densidade do esperma, acompanhadas de uma redugdo na mobilidade dos
espermatozéides quando comparado a controles, achados que poderiam comprometer
a fertilidade [21, 22]. Apds a restauragdo do eutireoidismo, a mobilidade e densidade

foram reconstituidas, mas a morfologia dos espermatozéides permaneceu afetada [22].
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Jannini e colaboradores, conduzindo estudo clinico que avaliou 34 pacientes com
hipertireoidismo e 14 com hipotireoidismo, ambos de inicio na fase adulta, demonstrou
que 12,8% desses homens apresentavam deterioracdo da funcdo sexual [23]. O sintoma
mais referido por pacientes hipertireoideos foi ejaculacdo precoce, enquanto os pacientes
hipotireoideos relatavam um maior namero de queixas clinicas como disfuncado erétil,
atraso na ejaculagao, perda de libido e impoténcia. As alteracdes na funcdo sexual foram

corrigidas com a restauracdo da funcao tireoidiana [23].

Modificagdes no status tireoidiano, quando ocorrem muito cedo no
desenvolvimento do animal, podem afetar o funcionamento testicular [17, 26, 27]. Foi
demonstrado que ratos imaturos que entravam em hipotireoidismo apresentavam um
aumento relativo no peso do testiculo e cauda do epididimo, sem apresentarem
alteragdes dos niveis séricos de testosterona e FSH [26]. Estudo mais recente confirma os
achados anteriores mostrando que ratos com hipotireoidismo desde o periodo pés-natal
apresentam nao somente um declinio na capacidade de locomocdo dos
espermatozoéides, mas também anormalidades na maturacdo das células germinativas
no periodo da espermatogénese [28]. Essas alteracdes sao corrigidas com a restauragdo
da funcdo tireoidiana [29]. Quanto maior o tempo de duragdo do hipotireoidismo no
periodo de desenvolvimento, no qual as células testiculares mostram uma dependéncia
maior aos hormonios tireoidianos, maior parece ser o grau de dano testicular [30].
Contudo, nenhuma alteracdo foi encontrada quando o hipotireoidismo foi induzido em

animais adultos, o que corrobora a idéia de que possa existir uma janela especifica
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durante o periodo de desenvolvimento em que a falta do hormoénio é mais nociva [26,

29] (Figura 2).

Recentemente foi demonstrado, em animais com hipotireoidismo congeénito
secundério a uma mutacdo no gene da tireoglobulina, que apesar do desenvolvimento
testicular completo, que ocorreu com atraso significativo em relagdo aos controles, as
estruturas testiculares recém-formadas entravam em rapido processo de degeneragao
estrutural [31]. Esses resultados sugerem que o hormoénio tireoidiano parece ser
essencial ndo somente para o desenvolvimento e maturagdo das células de Sertoli e
células germinativas, mas também para a manutencdo das estruturas testiculares

durante a vida adulta do animal [31].

REGULACAO DAS CELULAS DE SERTOLI PELO HORMONIO TIREOIDIANO

O ntmero total de células de Sertoli no testiculo estabelece o limite de producao
de células germinativas, uma vez que é o componente somético do tabulo seminifero
que proporciona estrutura e um microambiente adequado para o desenvolvimento e
maturagdo das células germinativas. Foi descrito em roedores que as células de Sertoli
possuem um periodo de proliferacdo e maturacdo que é fixo, ndo ocorrendo mais mitose
ou diferenciacdo ap0s esta janela de desenvolvimento [14].

Mais de uma década de pesquisas tem evidenciado o papel regulador dos

hormonios tireoidianos sobre as células de Sertoli em animais [32-36]. Estudos
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moleculares demonstraram que o T3 liga-se com alta afinidade e baixa capacidade no
nucleo de células de Sertoli em células cultivadas de ratos imaturos. Uma observacao
interessante é que a concentracdo de sitios de ligacdo nuclear para o hormoénio da
tiredide modifica-se durante o desenvolvimento gonadal: é maxima na vida fetal e
diminui de forma gradual até virtualmente desaparecer na fase adulta [37].

O Ts diminui a proliferacdo das células de Sertoli e promove sua diferenciacao
funcional [24, 38, 39], o que parece indicar um efeito direto do Ts em proteinas-chave
que regulam o ciclo celular nessas células [14]. Dessa forma, a atividade metabdlica
induzida pelo T4 e Ts nas células de Sertoli parece ser pré-requisito para a expansao da
espermatogénese, em que o Tz compartilharia com o FSH o papel de principal regulador
das primeiras fases de desenvolvimento tubular, assim como no epididimo [40, 41].

Animais hipotireoideos apresentam um aumento do periodo de proliferacao das
células de Sertoli [8]. Apds a normalizacdo dos niveis de hormonio tireoidiano esses
animais permanecem com a populacdo final de células de Sertoli aumentada, o que
resulta em um aumento subseqiiente da quantidade de células germinativas e dos
espermatozéides produzidos. Assim, o hipotireoidismo neonatal transitério resulta em
um aumento irreversivel do volume testicular no animal adulto [27, 42]. De forma
inversa, o que se observa no hipertireoidismo é o encurtamento do periodo de divisao
mitotica e a aceleracdo da diferenciacdo das células de Sertoli. O tamanho testicular
diminui em funcdo da reducdo no nuimero de células de Sertoli e de células

germinativas, levando a uma redugao na produgao de espermatozéides [14].
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A patogénese das alteracdes observadas no aparelho reprodutor masculino em
pacientes com disfungdo tireoidiana permanece incerta. Infere-se, porém, que o mesmo
fendmeno discutido anteriormente, observado em animais, possa ocorrer com o testiculo
humano em desenvolvimento, quando os efeitos do hipotireoidismo pré-puberal podem
afetar a diferenciacdo e o desenvolvimento tubular levando a uma proliferacao
demasiada das células de Sertoli e células germinativas, ocasionando actimulo das
mesmas nos tubulos seminiferos. Esse processo resultaria em macroorquidia sem

virilizagdo, uma vez que os hormonios sexuais nao estao alterados [24].

ESTEROIDOGENESE TESTICULAR E HORMONIO TIREOIDIANO

As células de Leydig se diferenciam no periodo pré-puberal. Suas precursoras sao
as células mesenquimais da regido peritubular. O regulador primério da estrutura e
funcdo das células de Leydig no testiculo pés-natal é o hormoénio luteinizante (LH),
produzido pelos gonadotrofos da porgdo anterior da hipéfise [15]. A medida que as

células se diferenciam, movem-se da regido peritubular para o intersticio central [15].

Alteragdes no status tireoidiano também parecem afetar o desenvolvimento e
diferenciacdo das células mesenquimais em células de Leydig. O processo de
diferenciacdo esta interrompido no testiculo pré-pibere em animais com
hipotireoidismo, enquanto sua maturagdo estd acelerada no hipertireoidismo. No

hipotireoidismo observa-se um aumento do nimero de células precursoras que se
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acumulam no intersticio testicular e estardo aptas para diferenciacdo apds a restauracdo
do eutireoidismo [43]. Desse fenomeno resulta um ndmero aumentado de células de
Leydig que sdao, porém, menores em tamanho quando comparadas a células de animais-
controle. Ja no hipertireoidismo ocorre proliferacdo das células precursoras e aceleragao
da sua diferenciacdo em células de Leydig. Esses achados sugerem um efeito direto dos
hormoénios tireoidianos também sobre o desenvolvimento das células intersticiais de
Leydig, possivelmente através da inibicdo do fator anti-mulleriano, que permite a

diferenciacao destas células [44].

Animais tireoidectomizados ou hipotireoideos podem apresentar niveis basais
circulantes de testosterona inalterados [45] ou baixos [46], bem como uma diminui¢ao
significativa tanto dos niveis basais quanto do namero de pulsos e secrecdo total de LH
e FSH [47]. A administracao do hormonio tireoidiano restabelece os niveis hormonais de
testosterona [48, 49]. Alguns estudos, no entanto, mostram que, apesar da normalizacao
dos niveis testiculares de testosterona, os niveis circulantes de LH e FSH nao retornam
aos niveis basais de animais controle mesmo apoés o restabelecimento do eutireoidismo
[40]. Este efeito poderia ser secundario a um aumento relativo da quantidade de células
de Leydig observado nos animais hipotireoideos durante o periodo da janela de

desenvolvimento e diferenciacao dessas células.

Alteracdes no status dos hormonios tireoidianos também parecem afetar a
producao de testosterona pelas células de Leydig no testiculo de ratos adultos, uma vez

que o Ts parece atuar diretamente ao nivel do gonadotrofo hipofisario, alterando a
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secrecao dos hormonios gonadotroéficos [15]. No hipotireoidismo, além do efeito direto
sobre a liberagdo dos hormonios sexuais, foi descrito que a queda da produgao de
testosterona pelo testiculo poderia ser resultante de uma diminuicdo da resposta das
células intersticiais as gonadotrofinas [49]. No hipertireoidismo, parece haver uma

diminuicdo dos receptores de LH nas células intersticiais [50].

Estudos realizados em seres humanos demonstraram que um aumento do nivel
circulante de T4 gera um aumento de testosterona no testiculo, enquanto os niveis
séricos da testosterona livre permanecem normais [50]. A conversdo periférica de
andrégenos em estrégenos, bem como os niveis de progesterona, estdo aumentados no
hipertireoidismo, enquanto a biodisponibilidade da testosterona estd diminuida nesses
pacientes quando comparados a controles [50]. Homens hipotireoideos, por sua vez,
apresentam niveis circulantes diminuidos de testosterona, dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona e sulfato de pregnenolona, enquanto os niveis de
gonadotrofinas ndo estdo elevados, o que é compativel com um quadro de

hipogonadismo hipogonadotroéfico [51]. Todas as alteragdes hormonais se normalizam

com a restauragao dos niveis de hormonios tireoidianos [50].
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TRANSPORTADORES E RECEPTORES PARA HORMONIO TIREOIDIANO NO

TESTICULO

O transporte dos hormoénios tireoidianos para dentro da célula se faz através de
transportadores tecido-especificos. No testiculo, estdo presentes transportadores da
familia dos transportadores para anions organicos (OATPs em humanos e oatps em
animais). Nas células de Leydig do testiculo humano adulto foram identificados OATPs
para T4 e Ts reverso [52]. No entanto, a presenca dos receptores tireoidianos nessas
células ou em seus precursores nao foi totalmente estabelecida. Alguns estudos
demonstraram a presenca da proteina do receptor tireoidiano no intersticio testicular
[53]. Estes resultados, porém, ndo foram confirmados em estudos posteriores onde
apenas o transcrito de mRNA e ndo a proteina dos receptores nestas células foram
identificados em animais adultos [54]. Outro estudo realizado em humanos e também
em roedores identificou a presenca de transportadores anidnicos especificos (GSTs) no
testiculo [12] . Em animais, esses transportadores para T4 e T3 estavam presentes nas
células de Sertoli, nas espermatogonias e espermatocitos e nas células de Leydig durante
o periodo de desenvolvimento e também na vida adulta, onde sua expressao parecia

mais intensa [12].

Isoformas dos TR estdo presentes no testiculo humano e de ratos nos diferentes
estagios de desenvolvimento: fetal, neonatal e adulto [17, 37]. O TRa parece ser a
isoforma mais abundante no testiculo durante o periodo de desenvolvimento. Estudos

realizados com animais transgénicos apresentando auséncia do receptor TRa (animais
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TRaKO) ou do TR (animais TRPKO) demonstraram a interrupcdo precoce da
proliferacdo das células de Sertoli e a indugdo da canalizagdo dos tabulos seminiferos,
mimetizando os efeitos do hipertireoidismo em animais normais enquanto animais
TRPKO ndo apresentavam quaisquer alteracdes no desenvolvimento durante alteracdo
no status tireoidiano [14]. Esses resultados demonstram que o TR[ parece ndo ser
necessario para o desenvolvimento das células testiculares, ao mesmo tempo que
confirma a importancia da sinalizagdo do receptor TRa para proliferacdo e maturacdo

celular desse 6rgao.

Em adicdo aos efeitos gendmicos dos hormonios tireoidianos sobre as células
testiculares, esses hormonios também parecem atuar como moduladores da transducao
de sinal nas células de Sertoli de animais imaturos através de mecanismos nao-

gendmicos [19, 55].

EXPRESSAO DAS IODOTIRONINAS DESIODASES NO TESTICULO

As duas iodotironinas desiodases (D1 e D2) responsaveis pela ativagdo hormonal
ja foram identificadas em 6rgdos do aparelho reprodutor de roedores [56]. Este estudo
mostrou que ambas enzimas estavam presentes durante o periodo de desenvolvimento
e na fase adulta, sendo que o nivel de expressao da cada uma variou significativamente

conforme a fase da vida do animal [56].
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Recentemente, estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram transcritos da
D2 no testiculo de camundongos adultos [57]. Mais importante, no entanto, foi a
observagao de que, apesar dos baixos niveis de transcrito da D2 no animal controle, a
inducdo do hipotireoidismo, ainda que leve, provocou aumento significativo da
atividade dessa enzima, indicando um mecanismo até entido desconhecido de controle
dos niveis intracelulares de Ts no testiculo em estados de deficiéncia do hormoénio

tireoidiano [57].

A presenca das desiodases também foi identificada em todos os lobos da préstata
de animais em desenvolvimento, onde a D1 estava expressa em grande quantidade,
enquanto a atividade da D2 era praticamente indetectavel [58]. A atividade da D1
aumentou significativamente nos animais com hipertireoidismo e hiperprolactinemia e
naqueles tratados com finasterida. Em contraste, a atividade desta enzima mostrou-se
diminuida em animais castrados, mesmo com reposi¢cdo hormonal de testosterona. Esses
resultados sugerem que a atividade da D1 pode estar associada com a

maturacdo/funcionamento normal da préstata em animais.
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CONCLUSOES

O hormonio tireoidiano parece ser importante para o testiculo ndo somente
durante o periodo de desenvolvimento, mas também na fase adulta. Pesquisas
experimentais e em seres humanos identificaram a presenca de transportadores e
receptores para hormonios tireoidianos no testiculo, e também da desiodase tipo 2,
enzima que regula localmente a quantidade de Ts intracelular. Alteracdes no status
tireodiano parecem afetar diretamente a funcdo testicular tanto em humanos como em
animais. Este conjunto de observagdes sugere que os hormonios tireoidianos tenham um
efeito direto nao somente no desenvolvimento estrutural, mas também na manutencao

da funcao testicular normal.
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Tabela 1 - Caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas das iodotironinas desiodases

D1

D2

Localizacao

Figado, rim, tiredide,
hipéfise

Hipdfise, cérebro, BAT, placenta,
tiredide, coracdo, mus. Esquelético

Papel Fisioloégico

Fornece T3 p/ o plasma

Fornece T3 intracelular em tecidos
especificos

Preferéncia pelo substrato

rT3>>T4>T3

T4 21T3

Sitio de desiodacao

Anel interno e externo

Anel externo

Sensibilidade ao PTU

Sensivel

Resistente
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica da agdo dos hormonios tireoidianos. Na presenca
de T3, o receptor para o hormodnio tireoidiano (TR) forma um heterodimero com o
receptor para o acido retinéico (RXR) e se liga a seqiiéncias especificas do DNA (TREs).
O complexo formado por TR-RXR-TRE interage com proteinas coativadoras e

correpressoras modificando a expressdo génica.

Figura 2. Efeito do hipotireoidismo sobre o testiculo de ratos puberes. Testiculo (A) e
cauda do epididimo (C) de animais controle. Testiculo (B) e cauda do epididimo (D) de

ratos hipotireoideos. Aumento 20x [27].
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Capitulo II

Type 2 Iodothyronine Deiodinase is Highly Expressed in Germ Cells of

Adult Rat Testis
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Summary sentence: The thyroid hormone activating enzyme, type 2
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ABSTRACT

The testis has been classically described as a thyroid hormone unresponsive
tissue but recent studies indicate that these hormones might play an important role in
developing testes. We have previously demonstrated that type 2 iodothyronine
deiodinase (D2), a thyroid hormone activating enzyme, is expressed in adult rodent
testis and that its activity is induced by hypothyroidism. Nevertheless, the precise
location of D2 in testis is not known. The aim of the present work was to determine the
testicular cell types in which D2 is expressed using in situ hybridization histochemistry
and Real Time - PCR and determination of D2 activity in cell fractions isolated from
adult rat testis. Our results show that D2 mRNA is present in germ cells, whereas the
somatic components of seminiferous epithelium and the interstitial cells were virtually
negative for this enzyme. Elongated spermatids undergoing differentiation were the
predominant testicular cells positive for D2. The enzime activity measured in
germinative and somatic isolated cell fractions confirmed the in situ hybridization
results. Our findings demonstrated that D2 is predominantly expressed in germ cells of
seminiferous epithelium. These results suggest that thyroid hormone might have a

direct effect on spermatogenesis in the adult rats.
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INTRODUCTION

Thyroid hormone is essential for normal development, growth, cell
differentiation and metabolism in developing and adult vertebrates [1]. To exert its
biological activity, thyroxine (T4), the main secretory product of thyroid gland, must be
outer ring deiodinated to generate 3,5,3” tritodothyronine (T3), the active hormone. The
iodothyronine deiodinases types I (D1) and II (D2) catalyze this reaction [2]. D1 and D2
are distinguished by their kinetic properties, substrate specificity, inhibition by
thyrostatic drugs such as 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU), tissue distribution and response
to thyroid status [3]. D1 is present mainly in thyroid gland, pituitary, liver, and kidney
being an important source of circulating plasma T3 in vertebrates. In contrast, D2 seems
to play a critical role in generating the adequate intracellular concentration of T; in
specialized tissues such as the anterior pituitary, central nervous system, and brown
adipose tissue (BAT). Recent studies suggest that D2 also contribute for a significant
fraction of plasma T in rodents and humans [4-6]. Although several factors such as cold,
fasting, and hormones influence deiodinases activities, their main regulator is thyroid
status. Hypothyroidism results in an increase on D2 activity. Opposite changes are

noted in hyperthyroidism [7].

The testis was considered for years to be a thyroid hormone unresponsive organ,
a concept based on data showing minimal levels of testicular thyroid hormone receptors
(TR) and lack of thyroid hormone effects on oxigen consumption on adult rat testes [8].

However, clinical reports and experimental studies performed in the last decades have
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indicated that thyroid hormones might have critical effects on this organ, especially
during development [9, 10]. Abnormalities on reproductive hormone production,
ejaculated volume, sperm motility and structural morphology on rat and human testes

have been associated with altered thyroid hormone status [11, 12].

Indeed, several experimental evidences support the concept that thyroid
hormones are important for testicular development and function. The ontogenic pattern
of expression of the various TR subtypes on human and rat testes has been studied.
TRal isoform was shown to be present on testis throughout development, from fetal life
to adulthood, being maximally expressed in the perinatal period in both species [12-14].
Recently, a detailed testis morphological analysis was performed on rdw rats, which
present congenital hypothyroidism due to missense mutation of the thyroglobulin gene
[10]. The rdw testis requires a longer time to develop and, shortly after full maturation
the normal structure began to degenerate, indicating that the thyroid hormone play a
role in developing and maintaining normal testicular function. Moreover, the
determination of the expression profile of the deiodinases demonstrated that D2, a T4-
activating enzyme, is present in rat testis from fetal to adult life [15] and that testis D2
activity is highly sensitive to hypothyroidism [16], Nevertheless, the exact cellular
localization of D2 expression in this organ remains unclear, further suggesting a need

for tight regulation of Tslevels in this organ.

The present study was undertaken to further analyze the D2 expression in adult

rat testis. We aimed to determine in which testicular cell subtypes the enzyme is
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expressed using a combination of in situ hybridization and D2 activity in somatic and
germ cell fractions. D2 expression in other tissues of male reproductive system of rats

was also evaluated.

MATERIAL AND METHODS

Animals

The experiments were performed on male Wistar rats 100-120 days old, housed
under conditions of controlled lighting and temperature, fed a commercial diet and
water was available ad libitum. Rats were made hypothyroid by administering 0.03%
methimazole (MMI; Biolab, SP, Brazil) in drinking water for 4 weeks to reduce their
plasma Tj levels. Control rats received regular drinking water. ad libitum. Euthanasia
was performed in a CO; chamber and tissues were rapidly removed, frozen in liquid
nitrogen and stored at -70 °C for subsequent D2 activity determination. For isolation of
cell fractions, testes were removed, decapsulated and immediately used. All animals
were carefully monitored and maintained in accordance with ethical recommendations
of the Brazilian Veterinary Medicine Council and the Brazilian College of Animal

Experimentation.
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In situ hybridization histochemistry

Male adult rats were anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg body
weigh IP), blood was taken from the inferior vena cava and the animals were
immediately perfused transcardially with 20 ml of 0.01 M PBS, pH 7.4, containing 15.000
U/L of heparin sulfate followed by 150 ml of 4% paraformaldehyde in PBS. The testes
were removed, post-fixed by immersion in the same fixative for 2 h at room temperature
(RT) and then cryoprotected in 20% sucrose in PBS at 4°C overnight. The testes were
then placed in a cryo mold, covered with OCT (Tissue Tek) and snap frozen on dry ice.
Serial 14-pm thick coronal sections were cut on a cryostat (Leica CM3050 S, Leica
Microsystems GmbH, Nussloch, Germany) and adhered to Superfrost/Plus glass slides
(Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA). The tissue sections were desiccated overnight at
42°C and stored at -80°C until prepared for in situ hybridization histochemistry.

Methods for double-labeling in situ hybridization have been described in detail
elsewhere [17, 18]. Tissue sections were hybridized with an 800-base-pair single-strand
[3°S]-UTP-labeled cRNA probe complementary to the entire coding region of the rat Dio2
gene. Briefly, the hybridization was performed under plastic coverslips in a buffer
containing 50% formamide, 2 X standard sodium citrate (2 x SSC), 10% dextran sulfate,
0,5% sodium docecyl sulfate, 250 pg/ml denatured salmon sperm DNA and 6 X 10° cpm
of radiolabeled probe for 16 h at 56°C. Slides were dipped into Kodak NTB2
autoradiography emulsion (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) and the radiograms

developed after 6 days of exposure at 4°C. After being cleared in graded solutions of
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ethanol and Histosol (National Diagostics, Atlanta, GA, USA), the sections were stained
or not with haematoxylin and eosin, coverslipped in Histomount (National Diagnostic)
and the radiograms visualized and photographed under bright or dark-field
illumination with a Zeiss III (Carl Zeiss Inc, Thornwood, NY, USA) or Provis AX-70

Olympus (Olympus America Inc., Lake Sucess, NY, USA) microscope.

Isolation of cell types

Testicular cell types were prepared as previously described [19]. Briefly, testes
were removed, decapsulated and enzymatically digested with 30 ml of trypsin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) and 250 pl of DNAse (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) for 15 min
at 37 °C. This homogenate was centrifuged for 5 min at 400x g and the pellet was
washed with 1% soybean trypsin inhibitor (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in complete
Hanks balanced salt solution (HBSS). Cells were then centrifuged for 5 min at 400x g
and the pellet was collected and incubated with 20 ml of collagenase (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) for 20 min at 37 °C. This homogenate was centrifuged for 5 min at 400x g
and the pellet was resuspended with HBSS and filtered in a 100 pm-diameter nylon
mesh (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in order to separate germ from somatic cells. Cell

types were immediately used for the enzymatic assay as described below.
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Real-time PCR analysis

RNA was reverse-transcribed with the SuperScript Preamplification System for
First Strand cDNA Synthesis (Invitrogen, Corp) using 3 pg of total RNA and 100 ng of
random hexamers. Reactions for the quantification of target mRNAs were performed in
an ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Warrington, UK)
using the SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) and cyclophilin as a
housekeeping internal control. Samples were run in duplicate. The cycle conditions
were 94 °C x 5 min (Hot Start), 40 cycles of 94 °C x 30 sec; 58 °C x 30 sec; 72 °C x 45 sec
and a final 5 min extension period. Initially, standard curves representing 5-point serial
dilution of mixed cDNAs of the control and experimental groups were analyzed and
used as calibrators to determine the relative quantification of product generated in the
exponential phase of the amplification curve. Comparable efficiency was observed
presenting r2 greater than 0.99. Sample quantification was calculated by the standard
curve and corrected by the internal control cyclophilin in all experiments.
Oligonucleotides for rat D2 and cyclophilin, respectively, were as follows: (5'-
TTCTCCAACTGCCTCTTCCTG-3' and 5-CCCATCAGCGGTCTTCTCC-3%);, (5'-

GCCGATGACGAGCCCTTG-3"' and 5 TGCCGCCAGTGCCATTATG-3).
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Deiodinase assay

D2 assay was performed as previously described [16]. Tissue samples were
homogenized and sonicated on ice in buffer containing 1 x PE (0.1IM potassium
phosphate and 1 mM EDTA), 0.25 M sucrose and 10 mM dithiothreitol (DTT;
Invitrogen, Canada), pH 6.9. The reaction mixtures containing 100-250 pg tissue proteins
were incubated in a total volume of 300 pl with 100,000 cpm L - [37, 57121 Ty
(Amersham, Biosciences, England, UK) purified by LH-20 sephadex column (Pharmacia,
Uppsala, Sweden); 1 nM unlabeled T4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 20 mM DTT, and
1 mM 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in PE buffer at 37 °C
for 2 - 3 hours. Reactions were termined by the addition of 200 pl horse serum
(Invitrogen, Canada) and 100 pl 50% trichloroacetic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). After centrifugation at 12000 rpm for 3 minutes, free 1?°I in the supernatant was
counted with a gamma counter. Activity is expressed as femtomoles iodide
generated /min.mg protein. In determining D2 activity, the percent iodide generated
was multiplied by 2 because the specific activities of the labeled products were only half
that of the substrate. The Km/Vmax determinations were performed with 0.25, 0.5, 1, 3,
and 10 nM of unlabeled T4. All reactions were performed in duplicates or triplicates and

the experiments were repeated twice.
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Statistical analysis

Data were analyzed using PRISM software (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA) and results are shown as means * SD. Four to six animals were used per group per
experiment. Comparisons between two groups were performed using student’s t-test.

P< 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Cellular localization of D2 transcripts in rat testis

In situ hybridization histochemistry was used to investigate the regional expression of
D2 in adult rat testis. A hybridization signal with specificity for D2 mRNA was localized
in the seminiferous epithelium but not in the somatic tubular and interstitial cells.
Tubular longitudinal sections at bright and dark field microscopy showed an intense
labeling for D2 mRNA on spermatids (Figure 1A). Tubule 1 shown in figure 1B is at
stage III/IV of the spermatogenic cycle, in which elongated spermatids are localized
more internally in the seminiferous epithelium. Tubule 2 (Figure 1B) is at stage VII/VIII
of the cycle and a dense D2 labeling coincides with the localization of more mature
elongated spermatids close to the tubule lumen. In contrast to the dense deiodinase
labeling on spermatids, other spermatogenic cells located on the tubule wall
(spermatogonia and spermatocytes) were virtually negative. Note that the interstitial

cells (IC, Figure 1C) were virtually negative for the presence of D2 mRNA. Figure 1D
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shows a higher magnification of part of a seminiferous tubule (cross section) at stage V
of the cycle. Two generations of spermatids, round and elongated, characterize this
stage. D2-positive elongated spermatids are localized mainly in the middle part of the
tubule. In figure 2, cross-sections of seminiferous tubules at different stages of the
spermatogenic cycle showed the same pattern of D2 labeling described above,

appearing mainly in spermatids undergoing differentiation.

Real Time PCR Analysis

To further confirm the results obtained by in situ hybridization we evaluate the
D2 transcript levels in germ and somatic cells isolated from rat testis also by real time
PCR. In agreement with the results observed by in situ analysis, the levels of D2 mRNA
observed in germ cells (6.13 + 2.69, arbitrary units) were significantly higher (P= 0.001)
than those observed in the somatic compartment (1.32 + 1.33, arbitrary units). No
differences on D2 expression were observed between controls and hypothyroid animals

(P=0.83 for germ cells and P=0.64 for somatic cells).

D2 activity in separated testicular cell types and other tissues

Based on the results obtained with in situ hybridization histochemistry, we
evaluated D2 activity in two separated testicular somatic and germinative enriched cell
types. D2 activity was almost exclusively detected in the germ cell compartment (0.23 +

0.003 fmol/min.mg prot) when compared to that observed in the somatic cells (0.02
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0.013 fmol/min.mg prot), confirming the D2 expression profile obtained by in situ
hybridization. The 5" deiodination activity in germ cells was further characterized by
kinetic studies and showed a typical Km (Ts) for D2 (1.1nM) and Vmax of 0.63 fmol
T4/min.mg protein (Figure 3A). In addition, enzyme activity was completely abolished
by 100pM iopanoic acid or 100nM unlabeled Ts. A significant increase in D2 activity
levels (~ 2-fold) was observed in germ cells of hypothyroid rats, whereas no change
ocurred in the somatic fraction.

D2 expression was also evaluated in other tissues of the adult reproductive
system. D2 activity was readily detected in prostate in euthyroid rats and increased
several fold in hypothyroid animals (P<0.001). D2 activity was undetectable in

epididymus, PBS washed-seminal vesicle and spermatozoa (Figure 3B).

DISCUSSION

This study demonstrated for the first time that D2 expression is highly
concentrated in the germ cells of seminiferous epithelium of adult rat testis. By in situ
hybridization histochemistry, using a probe complementary to the coding sequence of
rD2mRNA, we have shown that Dio2 transcripts are localized almost exclusively in
spermatids undergoing maturation. D2 hybridization signal is virtually absent in Sertoli
cells, which form the somatic component of seminiferous epithelium, and interstitial

cells. D2 activity measured in isolated somatic and germinative cell fractions confirmed
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the hybridization results. In the other tissues of male reproductive tract evaluated, D2
expression was only detected in prostate.

It is now an established fact that thyroid hormone is involved on rat testicular
development affecting especially Sertoli cells and spermatogenesis in pre-pubertal stage
[20], when the highest levels of TRa1l isoform are present in testis [12]. Experimentally
induced neonatal hypothyroidism has been shown to lengthen the proliferative period
of Sertoli cells, resulting in a significant increase in adult testis size and a concomitant
increase in sperm production [20]. Conversely, hyperthyroidism leads to early cessation
of Sertoli cell proliferation, a decrease in testis size, and decreased sperm production.
Although thyroid hormones are well described modulators of the developing testis their
role in the adult organ is still undefined [20] mainly due to the low levels of TRal
isoform present at this stage. However, as recently reported in the rdw rats with
congenital hypothyroidism, thyroid hormone seems to be important not only for
testicular development but also to the maintenance of testicular structure after full

maturation [10].

We and others have previously shown that D2 is expressed in adult mice and rat
testis, and that its activity was significantly induced by hypothyroidism [15, 16]. Here,
we further demonstrated by in situ hybridization histochemistry and enzymatic assays
that D2 expression is cell type-specific. Elongated spermatids at different stages of
maturation were the predominant germ cell positive for D2, whereas other germ cells,

i.e. spermatogonia, spermatocytes and round spermatids, were negative for D2. These
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findings were further confirmed by real time-PCR analysis.

In mammals, spermatogenesis is a complex process in which stem cells, the
spermatogonia, go through a differentiation step followed by subsequent divisions and
differentiation into mature spermatozoa [21]. Based on the acrosomal system method,
germ cells are arranged in fourteen well-defined cellular associations or stages that
constitute the seminiferous epithelial cycle [21]. It is interesting to note that TRa1, one
of the functional TR isoforms, and transporters known to facilitate cellular thyroid
hormone uptake, have been described as present in germ cells not only in adult rats but
also in humans [12, 13, 22]. Despite numerous studies directed at elucidating the
hormonal control of spermatogenesis, there is still a debate as to which hormones are
involved and at which sites they promote cell maturation and progression to the next
stage of spermatogenic cycle [23]. Since the biological effects induced by thyroid
hormones are mediated by specific nuclear receptors, it is possible that the intracellular
D2-generated Ts may induce spermatids differentiation playing a role in their

maturation process.

Another interesting finding was that both Sertoli cells, which provide a structural
and physiological framework for the development of germ cells, and interstitial cells
were negative for D2. The absence of TR isoform expression in Sertoli cells nuclei in the
adult testis [12] supports the view that the two initial post-natal weeks, the period with
the highest levels of TRal expression in cell nuclei, are the critical period for thyroid

hormone effects on Sertoli cells [20]. These observations taken together seem to indicate



60

a possible direct effect of thyroid hormones on the spermatogenesis in the adult rat
testis. It is important to emphasize that although the major regulators of the
spermatogenesis are FSH and testosterone acting through Sertoli cells, various other
hormones, growth factors, and paracrine factors may also be involved on the regulation
of mammalian spermatogenesis [24].

Mice lacking the Dio2 (Dio2 */-) gene appear to have normal reproductive
function [25]. The most likely explanation is that the normal circulating thyroid
hormone levels observed in these animals would be adequate to allow tissue
development and function [26]. On the other hand, it may not be correct to assume that
what has been detected for D2 in rat testis is valid for mice, warranting further studies
in these animals.

In conclusion, in this study we demonstrated that D2 expression is highly
concentrated in testicular germ cells, whereas other cells of the seminiferous epithelium
are negative for this enzyme. These results suggest that thyroid hormone might have a

direct effect on spermatogenesis in the adult rat testis.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. In situ hybridization histochemistry autoradiograms of type 2 iodothyronine
deiodinase (D2) in rat seminiferous epithelium. Dark (A) and bright (B) field microscopy
show identical fields of part of the seminiferous epithelium (longitudinal sections) with
intense labeling for D2 mRNA in spermatids. Tubule 1 is o stage III/IV of the cycle, in
which spermatids are in process of elongation and localized more internally in the tube
wall. Tubule 2 is on stage VII/VIII of the cycle. C. Higher magnification of part of tubule
2 showing interstitial cells (IC) negative for D2 mRNA and intense D2 labeling in
elongated spermatids close to the lumen. A negligible background can be observed. In
D, a high magnification of a cross-section of seminiferous tubule in stage V of the cycle
shows D2-positive spermatids localized in the middle of the tubule. Note that

spermatogonia (SG) are negative. Scale bar, 15 um (A, B); 6 pm (C); 10 um (D).

Figure 2. Cross section of rat seminiferous tubules prepared for in situ hybridization
histochemistry of type 2 iodothyronine deiodinase (D2) and stained with haematoxylin
and eosin. Different stages of spermatogenesis are observed. Tubule A shows stage
III/1V, B stage V, C stage VII and D stage VIII. Note that the intense D2 labeling
coincides with the localization of spermatids in process of differentiation. Scale bar, 15

um.
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Figure 3. A. D2 kinetics from testicular germ cell samples in adult rat. Representative
Lineweaver-Burk plot of T4 deiodination catalyzed by D2. Kinetic constants were
calculated to be Km 1.1 nM and Vmax 0.63 fmol/min mg.protein. B. D2 activity in rat

reproductive organs. Data are representative of 3 experiments.
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