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Resumo

As purinas extracelulares, principalmente ATP e adenosina, exercem diversos efeitos

sinalizadores através da sua interação com receptores de membrana específicos, denominados

receptores purinérgicos. Desde o início da década de 1980, tem sido observada a presença de

receptores purinérgicos em células do sistema reprodutor masculino, em especial células de

Sertoli e células germinativas. Foi descrito que as células de Sertoli expressam receptores para

adenosina do subtipo A1, além de receptores ionotrópicos (P2X), e de metabotrópicos (P2Y),

para ATP. Já em células germinativas, conforme o estágio de maturação meiótica, foi

observada uma expressão diferencial de distintos subtipos de receptores para adenosina e ATP.

Baseados na observação das mudanças biológicas induzidas por estas moléculas nas células do

sistema reprodutor masculino, diversos autores vêm propondo modelos hipotéticos de

comunicação parácrina, entre as células de Sertoli e germinativas, mediados pela adenosina ou

ATP extracelulares. No entanto, em mais de 20 anos de pesquisas neste campo, a origem das

purinas extracelulares no interior dos túbulos seminíferos permanece como uma questão sem

resposta. Neste trabalho, nosso grupo demonstrou que todas as células constituintes dos túbulos

seminíferos – células de Sertoli, germinativas e peritubulares – são capazes de liberar

espontaneamente purinas para o meio de incubação; no entanto, o perfil qualitativo e

quantitativo de secreção difere entre os três tipos celulares. Além disso, nós demonstramos que

existe uma diferença entre o conteúdo purinérgico extracelular de túbulos seminíferos de ratos

em distintos estágios de maturação sexual (pré-púberes e adultos), provavelmente devido ao

aumento da população de células germinativas no período de vida adulto do rato.
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Capítulo I

Introdução
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1.  Breve Histórico

No ano de 1929, os pesquisadores A.N. Drury e A. Szent-Gyorgyi demonstraram pela

primeira vez as potentes - e até então desconhecidas - ações extracelulares dos nucleosídeos e

nucleotídeos purinérgicos, especialmente o ATP e a adenosina (fig. 1), através do trabalho

intitulado “The physiological activity of adenine compounds with special reference to their

action upon the mamalian heart” [Drury & Szent-Gyorgyi, 1929]. Após este estudo pioneiro,

houve um aumento considerável de publicações descrevendo as ações vasodilatadoras do ATP

e adenosina [Gillespie, 1933; Holton & Holton, 1954; Holton, 1959; Berne 1963] até que, no

início da década de 70, Geoffrey Burnstock propusesse a hipótese purinérgica [Burnstock et al.,

1970; Burnstock, 1972]. Observando a existência de componentes neurotransmissores do

sistema nervoso central que não eram adrenérgicos ou colinérgicos, mas sim nucleotídeos e

nucleosídeos de adenina, Burnstock propôs que essas substâncias pudessem atuar como

neurotransmissores, baseado nos critérios revisados por Eccles [Eccles, 1964] para a

classificação de neurotransmissores putativos. A grande inovação desta hipótese foi a

proposição da existência de receptores de membrana específicos para o ATP e adenosina

extracelulares.

Desde então, as pesquisas no campo da sinalização purinérgica prosperaram em

laboratórios pelo mundo inteiro, e as descrições sobre os efeitos farmacológicos do ATP

extracelular e seus metabólitos em funções fisiológicas de diferentes órgãos, sistemas, tecidos

isolados e preparações de células purificadas têm crescido exponencialmente na literatura

científica [Dubyak & El-Moatassim, 1993]. Estes trabalhos demonstraram que as respostas

induzidas pelo ATP e adenosina são realmente mediadas por dois tipos principais de receptores

de membrana, específicos para cada uma destas moléculas.
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Figura 1: Modelo molecular do ATP. A base de adenina,
 juntamente com a ribose, constituem o nucleosídeo adenosina.

2.  Receptores Purinérgicos

Os receptores purinérgicos têm sido classificados em dois grandes subgrupos, de acordo

com a nomenclatura proposta por Burnstock [Burnstock, 1972]: receptores P1 - responsivos à

adenosina, e receptores P2, que são ativados principalmente por ATP. De fato, os receptores P1

têm sido mais comumente citados simplesmente como receptores de adenosina (A), sendo que

a nomenclatura usual faz referência direta aos seus subtipos conhecidos, os quais são

classificados com base em suas distintas estruturas moleculares e perfis farmacológicos. Todos

os quatro subtipos de receptores de adenosina acoplam-se à diferentes proteínas-G quando

ativados, e suas principais características estão sumariadas na tabela 1.

Tabela 1. Classificação atual dos receptores de adenosina
A1 A2A A2B À3

Proteína-G Gi/o Gs Gs Gq Gi Gq

Efeitos ↓AMPc, ↑IP3,
↑K+, ↓Ca2+

↑AMPc ↑AMPc, ↑IP3 ↓AMPc, ↑IP3

Agonistas de
origem fisiológica

adenosina adenosina adenosina adenosina, inosina

adaptado de Ralevic & Burnstock, 1998.
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Os receptores P2, por outro lado, são subdivididos em duas grandes famílias, e têm sido

denominados de acordo com essa divisão. Assim, os receptores ionotrópicos são denominados

P2X, enquanto que os receptores metabotrópicos são chamados P2Y. Os trabalhos mais

recentes têm dado conta de cerca de 12 diferentes subtipos de receptores P2X, bem como uma

média similar de receptores P2Y. Entre os critérios de classificação dos receptores P2,

podemos incluir sua velocidade de desensitização, efeitos sobre o influxo e/ou mobilização

interna de cálcio, formação de poros na membrana ou acoplamento à proteínas G, e afinidade

por diferentes agonistas sintéticos (geralmente análogos não metabolizáveis do ATP) ou

naturais - entre os quais o ADP e nucleotídeos de uridina [Ralevic & Burnstock, 1998].

A presença de enzimas, na membrana plasmática, que atuam na degradação de purinas

extracelulares, também tem sido observada com freqüência na maioria das células

[Zimmermann, 2000]. Estas enzimas - denominadas ectonucleotidases - estão intimamente

envolvidas no controle da função dos receptores purinérgicos, uma vez que seus substratos são

os agonistas destes receptores. Assim, um sinal evocado pelo ATP ou adenosina pode ser

interrompido conforme a atividade das ectonucleotidases nestas moléculas. Além disso, muitas

vezes, os efeitos decorrentes da adição de ATP extracelular a um sistema biológico devem-se

na verdade à sua degradação e conseqüente produção de adenosina, que por sua vez ativa seus

receptores específicos (convertendo uma sinalização P2 em P1 - figura 2). A ecto-adenosina

deaminase também pode estar envolvida neste controle, uma vez que ela é responsável pela

degradação da adenosina, produzindo inosina, e já foi constatado que a inosina é capaz de

ativar receptores A3 sob determinadas circunstâncias [Tilley et al, 2000].

Representantes de todas as diferentes classes de receptores purinérgicos foram

encontrados no sistema reprodutor masculino, bem como foi descrita a atividade das

ectonucleotidases, como veremos a seguir.



16

3.  A Sinalização Purinérgica e o Sistema Reprodutor Masculino

Os mecanismos de sinalização envolvidos na comunicação parácrina entre os diferentes

tipos celulares constituintes dos testículos (entre os principais temos as células de Leydig,

células de Sertoli, células mióides peritubulares e as células da linhagem germinativa - figura

3) são tão complexos quanto é intensa a troca de informações entre estes tipos celulares. De

fato, a produção de gametas - o processo de gametogênese - é, sob o estrito ponto de vista

evolutivo, o processo mais importante durante o efêmero período de vida de qualquer

organismo. É por esta razão que podemos observar tantas peculiaridades na fisiologia e

bioquímica das células testiculares, quando comparamos com processos similares em outros

órgãos e sistemas relacionados a processos vegetativos. A principal destas peculiaridades é a

complexidade envolvida na regulação e manutenção dos ciclos de divisões reducionais

celulares - o processo meiótico. No entanto, são tantos os fatores envolvidos nesta regulação,

que mesmo o pouco que se sabe - em relação ao que desconhecemos - deste assunto é extenso o

suficiente para alguns autores já afirmarem, com razão, que a comunicação parácrina entre as

células testiculares é a mais complexa existente em todo o organismo [para revisão, ver Jégou

& Sharpe 1993].

Levando-se em conta o crescente número de trabalhos reportando as ações sinalizadoras

de receptores purinérgicos em distintos sistemas e tipos celulares, a descoberta da existência

destes receptores em testículos, no início da década de 80 [Williams & Risley, 1980], é hoje

encarada quase que com naturalidade. No entanto, o estudo subseqüente das funções exercidas

por estes receptores nas células testiculares e, conseqüentemente, na regulação da

espermatogênese, revelou não só uma especificidade de ação como também um importante

envolvimento em processos centrais do metabolismo destas células.
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Figura 2: Esquema representativo do sistema purinérgico de sinalização extracelular. Em azul estão representadas
as enzimas da cascata de degradação purinérgica: 1) apirase (ou ATP-difosfohidrolase), 2) 5´-nucleotidase, 3)
adenosina deaminase (ADA), 4) AMP deaminase (AMP-DA), 5) purinonucleosídeo-fosforilase (PNP) e 6) xantina
óxido-redutase (XOR). Em ratos, ainda há a uricase, que converte ácido úrico em alantoína.
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O grupo de pesquisadores italianos liderado por Marco Conti foi o primeiro a

demonstrar que os receptores de adenosina presentes em células de Sertoli eram capazes de

inibir o aumento de AMP cíclico (AMPc) resultante da estimulação com o hormônio

gonadotrópico folículo-estimulante (FSH) [Monaco & Conti, 1986]. Sabendo-se que o FSH

regula ativamente desde a diferenciação até processos relacionados à espermatogênese nestas

células, este dado sugeria um sistema de cross-talking entre os receptores de adenosina e um

dos hormônios mais importantes na fisiologia testicular.

Figura 3. Fotomicrografia de uma secção transversal de túbulo seminífero de rato adulto, demonstrando o núcleo
de uma célula de Sertoli, juntamente com células germinativas, associadas ao seu citoplasma, em diferentes
estágios espermatogênicos: espermatogônia (2n), espermatócitos primários (2n) e espermátides (n), próximas à luz
do túbulo. Ao lado direito, representação esquemática da fotografia, incluindo estágios intermediários das células
germinativas e o interstício testicular.

Trabalhos posteriores não só elucidaram melhor a natureza e a função dos receptores de

adenosina nas células de Sertoli (identificando-os como pertencentes ao subgrupo de receptores

A1 [Rivkees, 1994]) como identificaram receptores P2 nestas células, também associados à

funções específicas da célula de Sertoli, como secreção de transferrina [Meroni et al., 1998], de

estradiol [Rossato et al., 2001] e modulação dos níveis de cálcio intracelular e de respostas ao

FSH [Filippini et al., 1994; Foresta et al., 1995, Lalevée et al., 1999]. Estes trabalhos

demonstraram que o ATP, em células de Sertoli, atua por diferentes vias, sendo uma delas

regulada pela ativação de receptores P2Y2 (dado confirmado por Ko et al., 2003) e a outra por
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receptores P2X, de diferentes subtipos. Um recente trabalho de imunodetecção de diferentes

subtipos de receptores P2X em testículos de ratos adultos demonstrou a expressão de

receptores P2X2 e P2X3 em células de Sertoli em diferentes estágios do ciclo do epitélio

seminífero, com a concomitante expressão do receptor P2X7 em todos os estágios [Glass et al.,

2001], sugerindo que estas células devem responder de maneira diferenciada ao ATP durante as

distintas fases da espermatogênese.

A presença de receptores purinérgicos para adenosina e ATP também foi detectada em

células da linhagem espermatogênica, onde também é possível observarmos uma expressão

diferencial de distintos subtipos de receptores conforme o tipo celular e o estágio de maturação

do rato. Por exemplo, é possível encontrar receptores A1 e A3 em espermatócitos e

espermátides arredondadas ou alongadas [Rivkees, 1994], mas em espermatozóides são

expressos receptores A1 [Minelli et al., 2000] e A2 [Fraser, 1990]. Esta expressão diferencial de

receptores purinérgicos, conforme o estágio da espermatogênese, têm levado todos estes

autores a sugerir que tais receptores estariam envolvidos na regulação deste processo. Além

disso, alguns autores demonstraram que estes receptores podem estar relacionados aos

processos de capacitação e de fertilidade dos espermatozóides [Fraser, 1990].

A presença de ectonucleotidases também foi descrita em testículos. Nosso grupo

demonstrou, recentemente, que células de Sertoli são capazes de metabolizar o ATP

extracelular até inosina, através da degradação seqüencial pelas enzimas ecto-apirase, ecto-5’-

nucleotidase (produzindo adenosina, convertendo sinalização P2 em P1), e ecto-adenosina

deaminase [Casali et al., 2001]. Assim, pode-se dizer que, tanto os receptores purinérgicos,

como as enzimas responsáveis pela metabolização seqüencial do ATP extracelular em ADP,

AMP, adenosina e inosina, estão presentes no interior dos túbulos seminíferos. Estes dados

sugerem um envolvimento do sistema purinérgico na íntima e intricada sinalização entre as
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células de Sertoli e germinativas, uma vez que é no interior dos túbulos seminíferos que se

constitui o micro-ambiente seletivo isolado da circulação sistêmica pela barreira hemato-

testicular das células de Sertoli.

No entanto, existe um dado ainda não elucidado nestes mais de 20 anos de pesquisas

sobre o sistema purinérgico testicular (iniciados pelo trabalho publicado por Williams &

Risley, em 1980), e que tem sido alvo de certa controvérsia: a origem das purinas

extracelulares nos testículos. Alguns autores têm sugerido, por exemplo, que o ATP

extracelular poderia surgir nos testículos através da sua liberação por fibras nervosas

autonômicas que foram encontradas relativamente próximas às células de Sertoli [Foresta et al.,

1995; Rossato et al., 2001]. No entanto, outros autores excluem esta possibilidade, baseados na

observação da ausência de terminações nervosas no interior dos túbulos seminíferos, e na alta

velocidade com que estas substâncias são metabolizadas no espaço extracelular pela ação de

ectonucleotidases, impedindo que ativem estes receptores [Conti et al., 1989]. Além disso,

trabalhos utilizando co-culturas de células de Sertoli e germinativas [Welsh & Ireland, 1992]

forneceram dados utilizados por alguns autores para sugerir que as células germinativas

poderiam secretar ATP para controlar funções P2-dependentes das células de Sertoli [Foresta et

al., 1995; Lalevée et al., 1999]. No entanto, embora os trabalhos sobre a função dos receptores

purinérgicos nas células testiculares tenham realizado inferências sobre a natureza das purinas

extracelulares no interior dos túbulos seminíferos (e sobre quais células seriam responsáveis

por sua liberação), todos estes modelos hipotéticos nunca foram suportados por nenhuma

evidência experimental direta. Portanto, se levarmos em consideração que o estudo da presença

e da função dos receptores purinérgicos e ectonucleotidases no sistema reprodutor masculino,

no decorrer destes anos, têm indicado um envolvimento destas rotas de sinalização em

processos fundamentais da função reprodutora masculina, como citamos anteriormente, parece
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ser de grande importância esclarecer como estas substâncias são originadas no interior dos

túbulos seminíferos. Neste sentido, nosso grupo elaborou e executou o projeto de pesquisa

cujos resultados são apresentados nesta Dissertação de Mestrado.

4. Objetivos

Este trabalho teve como objetivos: 1) investigar se as células componentes dos túbulos

seminíferos de ratos imaturos (células de Sertoli, germinativas e mióides peritubulares) são

capazes de liberar purinas para o meio extracelular; 2) identificar os perfis qualitativos (quais

purinas eram liberadas) e quantitativos (quantidades, concentrações e tempos) desta secreção

purinérgica; 3) comparar o perfil de secreção entre fragmentos de túbulos seminíferos de ratos

imaturos e adultos, bem como de células germinativas de ratos destas duas idades.
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Capítulo II

Secreção de purinas extracelulares por células

isoladas de túbulos seminíferos de ratos imaturos

Gelain, DP; Souza, LF; Bernard, EA: Extracellular purines from cells of

seminiferous tubules. Molecular and Cellular Biochemistry 245(1):1-9, 2003
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Capítulo III

Secreção de purinas extracelulares por células

germinativas de ratos adultos e fragmentos de túbulos

seminíferos de ratos imaturos e adultos
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1. INTRODUÇÃO

No trabalho apresentado no capítulo II desta dissertação, nós demonstramos que

células constituintes de túbulos seminíferos de ratos imaturos, quando isoladas, são

capazes de liberar purinas extracelulares para o meio de incubação. Os diferentes tipos

celulares estudados – as células de Sertoli, germinativas e peritubulares – demonstraram

perfis qualitativos distintos de secreção, especialmente as células de Sertoli em

comparação com os outros dois tipos celulares. No entanto, em uma condição in vivo,

estes tipos celulares encontram-se intimamente relacionados na constituição anatômica

dos túbulos seminíferos, o que poderia modificar drasticamente o perfil de purinas

extracelulares, devido às influências que estas células exercem umas sobre as outras nesta

condição.

Para esclarecer esta questão, nós investigamos qual o perfil de purinas liberado

para o meio de incubação por fragmentos de túbulos seminíferos de ratos imaturos, onde

os três tipos celulares estudados no capítulo II apresentam-se na mesma condição de

associação anatômica que aquela encontrada in vivo. Além disso, com o objetivo de

traçar um quadro comparativo entre o conteúdo de purinas extracelulares liberadas por

células testiculares de ratos em diferentes estágios de maturidade sexual, nós

comparamos as purinas encontradas nas preparações de túbulos seminíferos de ratos

imaturos com o perfil encontrado em preparações de túbulos seminíferos de ratos adultos

(90 dias de idade). Como o tipo celular predominante em túbulos seminíferos de ratos

adultos é a célula germinativa, nós também realizamos preparações de células

germinativas de ratos desta idade, e comparamos o perfil de purinas liberadas por estas

células com aquele encontrado nos túbulos seminíferos de ratos da mesma idade.
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2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Preparação de túbulos seminíferos.

Segmentos de túbulos seminíferos de ratos imaturos ou adultos foram coletados

mecanicamente, conforme descrito por Shabanowitz & Kierszenbaum (1986). Os

testículos foram removidos, descapsulados, e colocados em uma placa de Petry contendo

solução salina balanceada de Hanks sem corante (HBSS s/c). Cada segmento (2-6 mm de

comprimento) foi coletado direto da placa individualmente e lavado seqüencialmente em

placas contendo HBSS s/c, a fim de remover células intersticiais. Os segmentos foram

então usados para incubação, na relação de aproximadamente 1 mg proteína/ml, com o

mesmo tampão, em tubos de ensaio, durante 60 minutos, em atmosfera humidificada, 5%

CO2 e 34ºC. O conteúdo purinérgico do meio de incubação foi determinado por

cromatografia líquida de alta performance (HPLC), como descrito no trabalho anterior. A

integridade celular foi medida pela dosagem da atividade da enzima citosólica lactato

desidrogenase (LDH) no meio de incubação, usando um kit comercial Sigma.

2.2. Extração de células germinativas

Para comparar o perfil de purinas extracelulares de células germinativas de ratos

imaturos (18 dias de idade) com o perfil de células obtidas de ratos adultos (90 dias de

idade), foram utilizados os mesmos procedimentos de extração, ensaio e quantificação de

purinas extracelulares descritos na seção de “Material e Métodos” do artigo do capítulo

II, utilizando ratos de 90 dias de idade. Atividade da LDH foi usada como marcador de

rompimento da membrana plasmática.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

A análise por HPLC das purinas do meio de incubação de túbulos seminíferos de

ratos imaturos (fig.1) demonstrou a presença de ATP, inosina, hipoxantina, xantina e

ácido úrico. Já no meio extracelular de túbulos seminíferos de ratos adultos foram

encontradas as mesmas purinas, com exceção do ATP, mas em maior concentração. Além

disso, foi detectada a presença de GTP no meio de incubação dos túbulos de ratos

adultos, sendo que este nucleotídeo não foi detectado em túbulos de ratos imaturos nem

em qualquer outra preparação celular de testículos de ratos dessa idade.
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Figura 1. Purinas extracelulares de túbulos seminíferos de ratos imaturos e adultos. O conteúdo
purinérgico liberado durante 1 hora de incubação foi analisado por HPLC. Dados representativos de 3
experimentos realizados em triplicata. Cada barra representa média ± erro padrão. *p<0,05, ANOVA,
Tukey´s post hoc.

Diferentemente do que foi observado com células germinativas de ratos imaturos (cap.

II, tabela I), a análise do meio de incubação de células germinativas obtidas de ratos adultos

demonstrou a presença de GTP, inosina, hipoxantina, xantina e ácido úrico. A tabela 1
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demonstra as concentrações das purinas extracelulares detectadas nestas células, em

comparação com os valores obtidos com células de ratos imaturos, demonstrados no capítulo II.

Tabela 1 -Purinas extracelulares em células germinativas de ratos imaturos e adultos

imaturos adultos
GTP ND 0,56 ± 0,025

adenosina 0,02 ± 0,008 ND
inosina 0,35 ± 0,023 1,36 ± 0,41

hipoxantina 0,28 ± 0,021 1,51 ± 0,25
xantina 0,48 ± 0,047 3,11 ± 0,67

ácido úrico ND 1,95 ± 0,29

Purinas extracelulares de células germinativas obtidas de ratos Wistar imaturos (18 dias) e adultos
(90 dias) incubadas por 60 minutos. As purinas foram identificadas por HPLC, e os resultados
estão expressos em nmol/mg de proteína. Dados representativos de 3 diferentes experimentos
realizados em triplicata (n=3). Cada valor representa média ± erro padrão. ND= não detectado.

Estes resultados demonstram, em primeiro lugar, uma importante diferença entre os

compostos purinérgicos extracelulares em túbulos de ratos de diferentes idades, não apenas de

forma quantitativa - as concentrações de inosina, hipoxantina, xantina e ácido úrico são

significativamente maiores em túbulos de ratos adultos do que de imaturos (fig. 1) - mas

também qualitativa: foram detectadas baixas concentrações de ATP no meio de incubação de

túbulos seminíferos de ratos imaturos, enquanto que em túbulos de ratos adultos não foi

detectado este nucleotídeo, mas sim o GTP, também em baixas concentrações.

Analisando o conteúdo purinérgico liberado por células germinativas obtidas de ratos

adultos (tabela 1), foi detectado um perfil semelhante ao dos túbulos seminíferos de ratos da

idade correspondente. Comparando com os dados obtidos com células germinativas de ratos

imaturos, nós percebemos que as células germinativas de ratos adultos possuem uma

concentração maior de metabólitos purinérgicos (inosina, hipoxantina e xantina), sendo que há

também a presença de ácido úrico e GTP, que não foram detectados em células de ratos
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imaturos. No entanto, não foi detectada a presença de adenosina nas células germinativas de

ratos adultos, como foi demonstrado nas células correspondentes em ratos imaturos.
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Capítulo IV

Discussão Geral
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1. Considerações gerais

Neste trabalho demonstramos a presença e degradação de purinas no meio extracelular

de túbulos seminíferos e de seus componentes celulares isolados. Como citamos anteriormente,

diversos autores têm sugerido modelos de comunicação parácrina mediada por agonistas

purinérgicos entre células de Sertoli e germinativas, com implicações na regulação da

espermatogênese. Os dados obtidos neste trabalho nos permitem realizar algumas observações

sobre estes modelos. A primeira constatação é a de que a presença de nucleotídeos (ATP, ADP,

GTP), nucleosídeos (adenosina, inosina) e seus produtos de degradação (hipoxantina, xantina e

ácido úrico) no meio de incubação de fragmentos de túbulos seminíferos, bem como nas

preparações de células de Sertoli, germinativas e peritubulares isoladas, nos indica que todas

estas células são capazes de liberar espontaneamente purinas. O fato de existirem diferenças

quantitativas e qualitativas entre os perfis de purinas liberadas por estas células indica que,

provavelmente, estas moléculas estejam envolvidas em processos de sinalização celular no

interior dos túbulos seminíferos. Esta observação, em primeiro lugar, contraria as inferências

de alguns autores de que seriam as terminações nervosas dos testículos as principais fontes de

liberação destas moléculas no sistema reprodutor masculino [Foresta et al., 1995; Rossato et

al., 2001]. Além disso, sugere que as células constituintes dos túbulos seminíferos podem

regular reciprocamente suas funções através da liberação de agonistas purinérgicos e ativação

de seus respectivos receptores, de maneira autônoma, uma vez que tem sido extensamente

demonstrada a capacidade destas purinas de influenciar vários processos importantes nestas

células. A ausência de atividade da enzima citosólica LDH no meio de incubação demonstra

que estes compostos não provêm de uma possível ruptura celular (dados não mostrados).
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2. Distinção do perfil de purinas extracelulares com o tipo celular

Observa-se uma clara distinção do perfil de purinas extracelulares de acordo com o tipo

celular analisado. Esta observação tem relevância se percebermos que as células germinativas e

de Sertoli possuem distintos receptores purinérgicos que, segundo diversos autores, podem

estar relacionados tanto à liberação de fatores essenciais às células germinativas pelas células

de Sertoli [Conti et al., 1989] como também poderiam estar relacionados à regulação das

próprias funções das células de Sertoli relacionadas à manutenção da espermatogênese, como a

resposta ao FSH [Monaco & Conti, 1986; Filippini et al., 1994]. Foi demonstrado que a

ativação de receptores para ATP inibe o aumento de AMPc induzido por este hormônio, sendo

que o IC50 observado para este efeito foi de aproximadamente 9 µM [Fillipini et al., 1994].

Apesar de muitos autores terem sugerido que as células germinativas poderiam controlar

algumas funções das células de Sertoli pela secreção de ATP e conseqüente ativação de

receptores P2 [Foresta et al., 1995; Laleveé et al., 1999; Rossato et al., 2001; Filippini, 1994],

nossos dados sugerem que é mais provável que o ATP extracelular exerça uma função de

controle autócrino nas respostas das células de Sertoli ao FSH - como já foi especulado por

Lalevée et al., [1999], em seu estudo sobre os perfis de aumento de cálcio citosólico induzido

por ATP, FSH e AMPc. Os nossos dados reforçam esta sugestão, já que mostram a presença de

ATP no meio de incubação de células de Sertoli e não em germinativas, além da alta atividade

ecto-ATPásica presente nas preparações de células germinativas. Esta observação nos indica

que, a menos que a atividade ATPásica seja diminuída, através de uma possível regulação

exercida por outros fatores autócrinos/parácrinos, em uma condição in vivo - o que é bem

plausível - é muito difícil que as células germinativas consigam ativar receptores para ATP em

células de Sertoli, mesmo sendo capazes de liberar estas moléculas. O mesmo vale para as
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células peritubulares, onde encontramos perfil semelhante. Além deste efeito sobre a resposta

ao FSH, foi descrito que o ATP extracelular aumenta a concentração citoplasmática de cálcio,

através da produção de fosfoinositídeos via fosfolipase C, e do influxo de cálcio extracelular

via abertura de poros específicos na membrana [Filippini et al., 1994; Foresta et al., 1995].

Sabendo que o FSH também induz modificações nas concentrações de cálcio intracelular nas

células de Sertoli [Lalevée et al., 1999; Ko et al., 2003], pode-se sugerir que o ATP também

atue como um regulador autócrino na modulação das concentrações de cálcio pelo FSH.

No entanto, a hipótese de liberação de ATP e subseqüente degradação por

ectonucleotidases em células germinativas e peritubulares não pode ser simplesmente

descartada, uma vez que a produção de adenosina extracelular em diversos tipos celulares está

mais relacionada à degradação do ATP do que a liberação da adenosina per se, como tem sido

demonstrado por diversos autores [Ralevic & Burnstock, 1998]. Em nossos experimentos com

inibidores da ecto-5’-nucleotidase, α,β-metileno-ADP (AOPCP), e inibidores de captação de

nucleosídeos, dipiridamole e S-(4-nitrobenzil)-6-tioinosina (dip/NBTI), nós constatamos que a

degradação de ATP extracelular pode produzir quantidades significativas de adenosina e

inosina, apesar de uma fração destes nucleosídeos ainda acumular-se no meio de incubação

quando esta rota é inibida. Estes dados parecem indicar que a presença de adenosina e inosina

no meio de incubação devem-se tanto à degradação de ATP liberado no meio de incubação

como também à liberação direta de adenosina, a qual é posteriormente transformada em inosina

pela ecto-adenosina deaminase.

Em relação à adenosina, foi observado que a ativação de receptores para este

nucleosídeo, em células de Sertoli, atenua funções estimuladas pelo FSH, como a aromatização

de andrógenos em estrógenos [Monaco & Conti, 1986; Monaco et al., 1984] e a secreção de

piruvato [Conti et al., 1989]. Baseado nestas informações, Conti propôs que a ativação de
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receptores de adenosina nas células de Sertoli estaria implicada na regulação das necessidades

metabólicas das células germinativas [Conti et al., 1989], já que o metabolismo energético

destas células é continuamente dependente da produção e secreção de metabólitos

intermediários pelas células de Sertoli (lactato e piruvato). O modelo de Conti propõe que, um

aumento na demanda energética das células germinativas, levaria a um aumento na secreção de

adenosina, uma vez que o aumentado consumo de ATP intracelular resultaria em uma elevação

da concentração de adenosina no citosol destas células; isto, por sua vez, acarretaria em

aumento de transporte de adenosina para o meio extracelular através de transportadores

equilibrativos de nucleosídeos. Esta adenosina transportada para o exterior das células

germinativas seria capaz de ativar os receptores A1 das células de Sertoli, os quais têm sido

localizados justamente na região dos túbulos seminíferos correspondente à interface entre as

células de Sertoli e germinativas [Conti, 1989; Rivkees, 1994]. Assumindo este modelo como

correto, poderíamos sugerir que a adenosina é capaz de informar a célula de Sertoli sobre o

status energético das células germinativas, e modificar as suas funções de acordo com essa

condição.

Apesar deste modelo ser meramente especulativo, a observação de que a ativação dos

receptores de adenosina em células de Sertoli é capaz de atenuar algumas de suas funções

metabólicas, somadas com nossos dados demonstrando a presença de adenosina extracelular

em células germinativas sob condições basais - embora em baixas concentrações, podem ser

um indicativo do envolvimento da comunicação parácrina adenosinérgica na regulação das

funções metabólicas das células germinativas pelas células de Sertoli.
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3. Comparação entre as diferentes idades

Os dados provenientes da comparação entre o conteúdo purinérgico liberado por

túbulos seminíferos extraídos de ratos de diferentes idades (18 dias e 90 dias - fig. 1, cap. III)

chamam a atenção principalmente por dois fatores: primeiro, a secreção de ATP por túbulos de

ratos imaturos, e de GTP por adultos; e segundo, a ausência de detecção de adenosina em

ambas as preparações, mas com uma presença marcante de seus produtos de degradação

enzimática: inosina, hipoxantina, xantina e ácido úrico. Para interpretar corretamente qualquer

dado proveniente da comparação entre túbulos seminíferos imaturos e adultos, deve-se sempre

levar em conta a principal diferença entre eles: a presença maciça de células germinativas em

seus diversos estágios de maturação nos túbulos de animais adultos. Com cerca de 18 dias de

idade, a população predominante de células nos túbulos seminíferos constitui-se de células de

Sertoli, as quais estão cessando a divisão celular, iniciando sua maturação morfológica e

diferenciação (constituindo a barreira hemato-testicular) e, segundo alguns autores, atingindo

um estágio "bioquimicamente adulto" [Vitale-Calpe et al., 1973; Jégou et al., 1982; Lacroix et

al., 1977]. Nessa idade as células da linhagem germinativa iniciam a divisão meiótica e

começam a adentrar nos diferentes estágios da espermatogênese, aumentando o peso testicular -

incluindo nesta relação as células intersticiais de Leydig - em aproximadamente 3000%, e

constituindo cerca de 80% do volume do testículo adulto. Sendo assim, pareceu-nos razoável

questionar se a maior proporção de células germinativas, em todos os seus diferentes estágios

de maturação, nos túbulos adultos, seria responsável pela diferença no perfil de purinas

extracelulares encontrada nas duas preparações. Os experimentos subseqüentes nos indicaram

que sim.
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A análise do conteúdo purinérgico liberado por células germinativas extraídas de ratos

adultos nos mostra um perfil semelhante ao encontrado em túbulos seminíferos de ratos

adultos: presença de GTP, inosina, hipoxantina, xantina e ácido úrico (cap. III, fig. 2).

Levando-se em conta a grande quantidade de células germinativas nos túbulos seminíferos

adultos, nós podemos concluir que o conteúdo purinérgico extracelular dos túbulos seminíferos

de ratos adultos é influenciado principalmente pela secreção das células germinativas. Não

existem dados disponíveis para inferir sobre a significância fisiológica da presença de GTP, ao

invés de ATP, no meio de incubação de túbulos de ratos adultos; no entanto, perfil semelhante

de secreção já foi descrito em astrócitos [Cicarelli et al., 1999].

Por outro lado, em células germinativas de ratos imaturos, foi detectada a presença de

adenosina, inosina, hipoxantina e xantina (cap. II, tabela 2), enquanto que no meio de

incubação de túbulos seminíferos de ratos imaturos foram encontrados ATP, inosina,

hipoxantina, xantina e ácido úrico (cap. III, fig.1). Neste caso, não podemos afirmar que as

células germinativas são as principais secretoras destas moléculas, pois a população celular

predominante em túbulos seminíferos de ratos desta idade é constituída por células de Sertoli.

A ausência de detecção de adenosina em túbulos seminíferos pode ser explicada pela sua

metabolização em outros produtos que foram detectados - inosina e hipoxantina, por exemplo -

além da presença de outros tipos celulares, sendo que a liberação total de purinas por outras

células predominates, como as células de Sertoli, diluiria as já baixas concentrações de

adenosina liberadas por células germinativas. Além disso, nós constatamos que as células de

Sertoli isoladas são capazes de secretar todas os metabólitos de adenina encontrados no meio

de incubação de túbulos seminíferos de ratos imaturos, ou seja, ATP, inosina, hipoxantina,

xantina e ácido úrico (cap. II, fig. 1). Este dado nos sugere que o conteúdo purinérgico

extracelular dos túbulos seminíferos de ratos imaturos deve-se principalmente à secreção destas
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moléculas pelas células de Sertoli. Embora a análise do meio de incubação de culturas de

células de Sertoli permita também a detecção de ADP, AMP e adenosina (cap. II, fig.1), que

não foram detectados nos túbulos seminíferos de ratos imaturos, as altas taxas de degradação de

ATP por ectonucleotidases e de adenosina pela ecto-adenosina deaminase observadas em

células germinativas e peritubulares (cap. II, fig. 3) poderiam explicar a ausência de detecção

destas purinas nas preparações de túbulos seminíferos.

Levando em consideração estas observações, nos é permitido traçar um quadro

comparativo entre túbulos seminíferos de ratos adultos e imaturos, sendo que as purinas

extracelulares predominantes no microambiente dos túbulos seminíferos provêm

predominantemente das células de Sertoli até o período pré-púbere do rato, enquanto que na

fase adulta – correspondente à maturidade sexual - teriam sua origem nas células germinativas.

A significância fisiológica desta observação permanece a ser esclarecida.
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Capítulo V

Conclusões e perspectivas
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Com os dados apresentados nesta Dissertação de Mestrado, nós podemos concluir que

as células de túbulos seminíferos são capazes de liberar purinas envolvidas em processos de

sinalização celular, sob condições basais de incubação. Além disso, cada tipo celular apresenta

um perfil de secreção particular. A ausência de nucleotídeos e nucleosídeos de guanina em

quase todas as preparações – exceto naquelas provenientes de ratos adultos, onde se encontrou

GTP – nos indica que a comunicação parácrina purinérgica nos túbulos seminíferos é mediada

apenas por moléculas com base de adenina nos estágios de imaturidade sexual. O aparecimento

de GTP em estágios adultos sugere que as mudanças nos estágios de maturidade sexual são

acompanhadas por mudanças na comunicação parácrina purinérgica entre estas células, e este

dado merece estudos mais aprofundados. As principais perspectivas abertas por este trabalho

estão no estudo da modulação destas purinas (e vice-versa) por outros fatores relacionados à

fisiologia testicular, como o FSH, testosterona, retinol e insulina, além de estudos mais

aprofundados sobre o papel exato destas purinas na sinalização autócrina e parácrina destas

células, bem como na regulação de seus processos metabólicos e na sua maturação.
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