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Resumo

As purinas extracelulares, principalmente ATP e adenosina, exercem diversos efeitos
sinalizadores através da sua interacdo com receptores de membrana especificos, denominados
receptores purinérgicos. Desde o inicio da década de 1980, tem sido observada a presenca 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 Aj, além de receptores ionotrépicos (P2X), e de metabotropicos (P2Y),
para ATP. J& em células germinativas, conforme o estagio de maturacdo meidtica, foi
observada uma expressao diferencial de distintos subtipos de receptores para adenosina e ATP.
Baseados na observacdo das mudancas bioldgicas induzidas por estas moléculas nas células do
sistema reprodutor masculino, diversos autores vém propondo modelos hipotéticos de
comunicacdo paracrina, 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 tubulos seminiferos permanece como uma questdo sem
resposta. Neste trabalho, nosso grupo demonstrou que todas as células constituintes dos tubulos
seminiferos — células de Sertoli, germinativas e peritubulares — sdo capazes de liberar
espontaneamente purinas para 0 meio de incubacdo; no entanto, o perfil qualitativo e
quantitativo de secrecdo difere entre os trés tipos celulares. Além disso, nés demonstramos que
existe uma diferenca entre o contetdo purinérgico extracelular de tabulos seminiferos de ratos
em distintos estagios de maturacdo sexual (pré-puberes e adultos), provavelmente devido ao

aumento da populacdo de células germinativas no periodo de vida adulto do rato.
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1. Breve Historico

No ano de 1929, os pesquisadores A.N. Drury e A. Szent-Gyorgyi demonstraram pela
primeira vez as potentes - e até entdo desconhecidas - acdes extracelulares dos nucleosideos e
nucleotideos 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]. Apés este estudo pioneiro,
houve um aumento consideravel de publicacdes descrevendo as a¢Bes vasodilatadoras do ATP
e adenosina [Gillespie, 1933; Holton & Holton, 1954; Holton, 1959; Berne 1963] até que, no
inicio da década de 70, Geoffrey Burnstock propusesse a hipotese purinérgica [Burnstock et al.,
1970; Burnstock, 1972]. Observando a existéncia de componentes neurotransmissores do
sistema nervoso central que ndo eram adrenérgicos ou colinérgicos, mas sim nucleotideos e
nucleosideos de adenina, Burnstock propds que essas substdncias pudessem atuar como
neurotransmissores, baseado nos critérios revisados por Eccles [Eccles, 1964] para a
classificacdo de neurotransmissores putativos. A grande inovacdo desta hipotese foi a
proposicdo da existéncia de receptores de membrana especificos para o ATP e adenosina
extracelulares.

Desde entdo, as pesquisas no campo da sinalizacdo purinérgica prosperaram em
laboratérios pelo mundo inteiro, e as descricdes sobre os efeitos farmacoldgicos do ATP
extracelular e seus metabdlitos em fungdes fisiologicas de diferentes 6rgaos, sistemas, tecidos
isolados e preparacdes de células purificadas tém crescido exponencialmente na literatura
cientifica [Dubyak & EI-Moatassim, 1993]. Estes trabalhos demonstraram que as respostas
induzidas pelo ATP e adenosina s&o realmente mediadas por dois tipos principais de receptores

de membrana, especificos 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 nucleosideo adenosina.

2. Receptores Purinérgicos

Os receptores purinéergicos tém sido classificados em dois grandes subgrupos, de acordo
com a nomenclatura proposta por Burnstock [Burnstock, 1972]: receptores P1 - responsivos a
adenosina, e receptores P2, que sdo ativados principalmente por ATP. De fato, os receptores P1
tém sido mais comumente citados simplesmente como receptores de adenosina (A), sendo que
a nomenclatura usual faz referéncia direta aos seus subtipos conhecidos, os quais séo
classificados com base em suas distintas estruturas moleculares e perfis farmacolégicos. Todos
0s quatro subtipos de receptores de adenosina acoplam-se a diferentes proteinas-G quando

ativados, e suas principais caracteristicas estdo sumariadas na tabela 1.

Tabela 1. Classifica¢éo atual dos receptores de adenosina

A Az Az As
Proteina-G Gi G Gs Gy G; Gy
Efeitos LAMPc, TIP;, TAMPc TAMPc, TIP, JAMPc, T1P,
K, {Ca®
Agonistas de adenosina adenosina adenosina adenosina, inosina
origem fisioldgica

adaptado de Ralevic & Burnstock, 1998.
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Os receptores P2, por outro lado, sdo subdivididos em duas grandes familias, e tém sido
denominados de acordo com essa divisdo. Assim, 0s receptores ionotropicos sao denominados
P2X, enquanto que os receptores metabotropicos sdo chamados P2Y. Os trabalhos mais
recentes tém dado conta de cerca de 12 diferentes subtipos de receptores P2X, bem como uma
média similar de receptores P2Y. Entre os critérios de classificacdo dos receptores P2,
podemos incluir sua velocidade de desensitizagdo, efeitos sobre o influxo e/ou mobilizacéo
interna de célcio, formacdo de poros na membrana ou acoplamento a proteinas G, e afinidade
por diferentes agonistas sintéticos (geralmente andlogos ndo metabolizaveis do ATP) ou
naturais - entre os quais 0 ADP e nucleotideos de uridina [Ralevic & Burnstock, 1998].

A presenca de enzimas, na membrana plasmatica, que atuam na degradagdo de purinas
extracelulares, também tem sido observada com freqiiéncia na maioria das células
[Zimmermann, 2000]. Estas enzimas - denominadas ectonucleotidases - estdo intimamente
envolvidas no controle da funcédo dos receptores purinérgicos, uma vez gque seus substratos sdo
0s 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 adicdo de ATP extracelular a um sistema biol6gico devem-se
na verdade a sua degradacédo e consequente producdo de adenosina, que por sua vez ativa seus
receptores especificos (convertendo uma sinalizacdo P2 em P1 - figura 2). A ecto-adenosina
deaminase também pode estar envolvida neste controle, uma vez que ela é responsavel pela
degradacdo da adenosina, produzindo inosina, e ja foi constatado que a inosina é capaz de
ativar receptores Az sob determinadas circunstancias [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 segulir.
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3. A Sinalizagdo Purinérgica e o Sistema Reprodutor Masculino

Os mecanismos de sinaliza¢cdo envolvidos na comunicacao paracrina entre os diferentes
tipos celulares constituintes dos testiculos (entre os principais temos as células de Leydig,
células de Sertoli, células miodides peritubulares e as células da linhagem germinativa - figura
3) sdo tdo complexos quanto € intensa a troca de informacdes entre estes tipos celulares. De
fato, a producdo de gametas - 0 processo de gametogénese - €, sob o estrito ponto de vista
evolutivo, o processo mais importante durante o efémero periodo de vida de qualquer
organismo. E por esta razio que podemos observar tantas peculiaridades na fisiologia e
bioquimica das células testiculares, quando comparamos com processos similares em outros
6rgdos e sistemas relacionados a processos vegetativos. A principal destas peculiaridades é a
complexidade envolvida na regulacdo e manutencdo dos ciclos de divisdes reducionais
celulares - o processo mei6tico. No entanto, sdo tantos os fatores envolvidos nesta regulacéo,
gue mesmo 0 pouco que se sabe - em relacdo ao que desconhecemos - deste assunto é extenso o
suficiente para alguns autores ja afirmarem, com razdo, que a comunicagdo paracrina entre as
células testiculares é a mais complexa existente em todo o organismo [para revisdo, ver Jégou
& Sharpe 1993].

Levando-se em conta o crescente nimero de trabalhos reportando as ac6es sinalizadoras
de receptores purinérgicos em distintos sistemas e tipos celulares, a descoberta da existéncia
destes receptores em testiculos, no inicio da década de 80 [Williams & Risley, 1980], é hoje
encarada quase que com naturalidade. No entanto, o estudo subsequente das funcdes exercidas
por estes receptores nas células testiculares e, conseqientemente, na regulacdo da
espermatogénese, revelou ndo s6 uma especificidade de acdo como também um importante

envolvimento em processos centrais do metabolismo destas células.
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Figura 2: Esquema representativo do sistema purinérgico de sinalizacdo extracelular. Em azul estéo representadas
as enzimas da cascata de degradacdo purinérgica: 1) apirase (ou ATP-difosfohidrolase), 2) 5"-nucleotidase, 3)
adenosina deaminase (ADA), 4) AMP deaminase (AMP-DA), 5) purinonucleosideo-fosforilase (PNP) e 6) xantina
oxido-redutase (XOR). Em ratos, ainda ha a uricase, que converte acido Grico em alantoina.
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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 ciclico (AMPc) resultante da estimulacdo com o hormdnio
gonadotropico foliculo-estimulante (FSH) [Monaco & Conti, 1986]. Sabendo-se que o FSH
regula ativamente desde a diferenciacdo até processos relacionados a espermatogénese nestas
células, este dado sugeria um sistema de cross-talking entre os receptores de adenosina e um

dos horménios mais importantes na fisiologia testicular.
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de uma célula de Sertoli, juntamente com células germinativas, associadas ao seu citoplasma, em diferentes
estagios espermatogénicos: espermatogdnia (2n), espermatocitos primarios (2n) e espermatides (n), proximas a luz
do tubulo. Ao lado direito, representacdo esquematica da fotografia, incluindo estagios intermediarios das células
germinativas e o intersticio testicular.

Trabalhos posteriores ndo sé elucidaram melhor a natureza e a funcao dos receptores de
adenosina nas células de Sertoli (identificando-os como pertencentes ao subgrupo de receptores
A; [Rivkees, 1994]) como identificaram receptores P2 nestas células, também associados a
funcdes especificas da célula de Sertoli, como secre¢do de transferrina [Meroni et al., 1998], de
estradiol [Rossato et al., 2001] e modulacdo dos niveis de célcio 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 ativagéo de receptores P2Y, (dado confirmado por Ko et al., 2003) e a outra por
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receptores P2X, de diferentes subtipos. Um recente trabalho de imunodeteccdo de diferentes
subtipos de receptores P2X em testiculos de ratos adultos demonstrou a expressao de
receptores P2X, e P2X3; em células de Sertoli em diferentes estagios do ciclo do epitélio
seminifero, com a concomitante expressao do receptor P2X; em todos os estagios [Glass et al.,
2001], sugerindo que estas células devem responder de maneira diferenciada ao ATP durante as
distintas fases da espermatogénese.

A presenca de receptores purinérgicos para adenosina e ATP também foi detectada em
células da linhagem espermatogénica, onde também é possivel observarmos uma expressdo
diferencial de distintos subtipos de receptores conforme o tipo celular e o estagio de maturacédo
do rato. Por exemplo, é possivel encontrar receptores A; e Az em espermatécitos e
espermatides arredondadas ou alongadas [Rivkees, 1994], mas em espermatozoides sdo
expressos receptores A; [Minelli et al., 2000] e A, [Fraser, 1990]. Esta expressao diferencial de
receptores purinérgicos, conforme o estagio da espermatogénese, tém levado todos estes
autores a sugerir que tais receptores estariam envolvidos na regulacdo deste processo. Além
disso, alguns autores demonstraram que estes receptores podem estar relacionados aos
processos de capacitacdo e de fertilidade dos espermatozoides [Fraser, 1990].

A presenca de ectonucleotidases também foi descrita em testiculos. Nosso grupo
demonstrou, recentemente, que células de Sertoli sdo capazes de metabolizar o ATP
extracelular até inosina, através da degradacdo sequiencial pelas enzimas ecto-apirase, ecto-5’-
nucleotidase (produzindo adenosina, convertendo sinalizagdo P2 em P1), e ecto-adenosina
deaminase [Casali et al., 2001]. Assim, pode-se dizer que, tanto 0s receptores purinérgicos,
como as enzimas responsaveis pela metabolizacdo seqliencial do ATP extracelular em ADP,
AMP, adenosina e inosina, estdo presentes no interior dos tubulos seminiferos. Estes dados

sugerem um envolvimento do sistema purinérgico na intima e intricada sinalizacdo entre as
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células de Sertoli e germinativas, uma vez que é no interior dos tabulos seminiferos que se
constitui 0 micro-ambiente seletivo isolado da circulagcdo sistémica pela barreira hemato-
testicular das células de Sertoli.

No entanto, existe um dado ainda ndo 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 testiculos. Alguns autores tém sugerido, por exemplo, que o ATP
extracelular poderia surgir nos testiculos através da sua liberacdo por fibras nervosas
autondmicas que foram encontradas relativamente proximas as células de Sertoli [Foresta et al.,
1995; Rossato et al., 2001]. No entanto, outros autores excluem esta possibilidade, baseados na
observacao da auséncia de terminacGes nervosas no interior dos tabulos seminiferos, e na alta
velocidade com que estas substancias sdo metabolizadas no espaco extracelular pela acéo 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 fungdes P2-dependentes das células de Sertoli [Foresta et
al., 1995; Lalevée et al., 1999]. No entanto, embora os trabalhos sobre a funcdo dos receptores
purinérgicos nas células testiculares tenham realizado inferéncias sobre a natureza das purinas
extracelulares no interior dos tubulos seminiferos (e sobre quais células seriam responsaveis
por sua liberacdo), todos estes modelos hipotéticos nunca foram suportados por nenhuma
evidéncia experimental direta. Portanto, se levarmos em consideracdo que o estudo da presenca
e da funcdo dos receptores purinérgicos e ectonucleotidases no sistema reprodutor masculino,
no decorrer destes anos, tém indicado um envolvimento destas rotas de sinalizacdo em

processos fundamentais da funcéo reprodutora masculina, como citamos anteriormente, parece
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ser de grande importancia esclarecer como estas substancias sdo originadas no interior dos
tibulos seminiferos. Neste sentido, nosso grupo elaborou e executou o projeto de pesquisa

cujos resultados sdo apresentados nesta Dissertacdo de Mestrado.

4. Objetivos

Este trabalho teve como objetivos: 1) investigar se as células componentes dos tabulos
seminiferos de ratos imaturos (células de Sertoli, germinativas e mioides peritubulares) sao
capazes de liberar purinas para o meio extracelular; 2) identificar os perfis qualitativos (quais
purinas eram liberadas) e quantitativos (quantidades, concentracdes e tempos) desta secrecdo
purinérgica; 3) comparar o perfil de secrecdo entre fragmentos de tubulos seminiferos de ratos

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

It has been long postulated that extracellular purines can modulate the function of the male reproductive system by interacting
with different purinergic receptors of Sertoli and germinative cells. Many authors have described the biological changes in-
duced by extracellular ATP and/or adenosine in these cells, and some hypothetical models for paracrine communication medi-
ated by purines were proposed; however, the cellular source(s) of these molecules in seminiferous tubules remains unknown.
In this study, we demonstrated for the first time that Sertoli cells are able to release ATP(0.3 nmol/mg protein) and adenosine (0.1
nmol/mg protein) in the extracellular medium, while germinative and myoid peritubular cells are able to secrete adenosine (0.02
and 0.37 nmol/mg protein, respectively). Indeed, all the three types of cells were able to release inosine at significant concentra-
tions (about 0.4 nmol/mg protein). This differential secretion depending on the cellular type suggests that these molecules may
be involved in the paracrine regulation and/or control of the maturation processes of these cells. (Mol Cell Biochem 245: 1-9,
2003)

Kevwaords: Sertoli, extracellular nucleotides, germ cells, peritubular cells, seminiferous tubules, purinoceptors

Introduction androgen aromatization [8]. These cells also express P,Y
receptors that affect PI turnover and intracellular [Ca®*] mo-
Extracellular ATP and adenosine modulate various biological bilization [9]. The activation of these receptors induces bio-
responses through their interaction with different purinergic logical effects related to responsiveness to FSH, such as the
receptor subtypes on a wide variety of cells [1]. These recep- inhibition of cAMP accumulation [9], the increase of y-glut-
tors are commonly divided according to their affinity for ATP amyl-transpeptidase activity and transferrin secretion [10].
or adenosine: P,receptors, which are subclassified into P,Y Triggering of ATP receptors also causes membrane depolari-
(G-protein coupled receptors) and P X (ligand-gated ion chan- zation dependent on Na* influx, with consequent opening of
nels), have high affinity for ATPand ADP [2, 3]. PI receptors, voltage-gated Ca® channels [11].
subdivided into A, A,,, A and A, (according their effect on In spermatogenic cells, P, receptors are also described [12],
adenylyl cyclase activity), have high affinity for adenosine and it is known that P,Y, stimulation modulates Ca*-acti-
and AMP [4]. vated K* channels [13]; moreover, the presence of P, recep-
It has been long postulated that extracellular purines can tors has been described in these cells: A adenosine receptors
modulate the function of the male reproductive system [5]. were found in spermatozoa [14], while A, receptors were
In fact, it is well known that testicular cells express a variety detected in spermatocytes and round and elongating sperma-
of purinergic receptors [4, 6, 7]. It was observed that Sertoli tids [4]. A, and A ; receptor function inhibits adenylyl cyclase
cells express A, purinoceptors, which are related to the inhi- activity, and it has been proposed that this inhibition may have
bition of the FSH-stimulated accumulation of cAMP and an important role in regulating spermatogenesis [4, 8]. [t has

Address for offprings: E.A. Bernard, Departamento de Bioquimica (ICBS-UFRGS). Rua Ramiro Barcelos, 2600 anexo, CEP 90035-003, Porto Alegre, RS,
Brazil (E-mail: elenbern @vortex.ufrgs.br)
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also been proposed that adenosine may influence the capaci-
tation process and/or fertility in spermatozoa through interac-
tion with A, receptors [15, 16], thereby stimulating adenylyl
cvclase activity [17]. Recent work based on immunohisto-
chemistry detected P, ionotropic receptors of the subtypes
P,X,, P,X,, P, X and P,X on germinative cells in various steps
of gamete development, while Sertoli cells showed P,X, and
P,X; immunostaining in different stages of the cycle of semi-
niferous epithelium, as well as P,X_ detection in all stages
[18].

Sertoli and germinative cells are absolutely interdepend-
ent. The different junctions that interconnect these cells are
considered the most sophisticated within the body [19]. Ser-
toli cells through their specialized tight junctions form a se-
lective barrier between the blood and the seminiferous tubule
lumen, separating premeiotic, meiotic and postmeiotic germ
cells from the immune system [ 19-21]. During spermatogen-
esis, germinative cells are supported by Sertoli cells [22-25],
which have their secretory activity precisely regulated by
germinative and myoid peritubular cells through the cross-
talking of signaling molecules [26-33].

Extracellular degradation of ATP proceeds by a cascade of
cell surface-bound enzymes. This hydrolysis converts P,
into P, purinergic signaling. Previous observations of our
laboratory demonstrated that Sertoli cell cultures are able
to convert extracellular ATP into inosine through the action
of ectonucleotidases [34]. Since it was observed that activa-
tion of purinergic receptors can induce functional changes in
these cells, various hypothetical models have been proposed
for paracrine communication between germinative and Ser-
toli cells involving extracellular nucleotides [5. 6.9, 11, 35]:
however, the source of these molecules remains unknown.
In the present study we investigated the presence of nucleo-
tides and/or their metabolic products in the extracellular space
of Sertoli cells. In addition, we investigated the secretion of
these compounds in germinative and myoid peritubular cells.
This is the first work reporting the presence of extracellular
nucleotides, nucleosides and their metabolites in cells of sem-
iniferous tubules.

Materials and methods
Materials and animals

All drugs, kits and enzymes were purchased from Sigma
Chemicals (5t. Louis, MO, USA). Pregnant Wistar rats were
housed individually in plexiglass cages. Litters were restricted
to eight pups each. The animals were maintained ona 12 h
light/dark cycle at a constant temperature of 23°C, with free
access to commercial food and water. Male immature rats (18
days old) were killed by ether inhalation.
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{solation and culture of Sertoli and myoid peritubular cells

Sertoli and myoid peritubular cells were isolated as previ-
ously described [37], following the method of Tung and Fritz
[38]. Testes of immature rats were removed, decapsulated and
enzymatically digested with trypsin and deoxyribonuclease
for 30 min at 34°C, and centrifuged at 750 x g for 5 min. The
pellet was washed with soybean trypsin inhibitor, centrifuged
and incubated with collagenase and hyaluronidase for 30 min
at 34°C. After incubation, this fraction was centrifuged (10
min at 40 x g). The pellet was taken to isolate Sertoli cells,
and the supernatant was used to isolate peritubular cells. After
counting, Sertoli cells were plated on 25 cm? flasks (3 x 10°
cells/cm?) in DMEM/F12 (1:1. low glucose) 1% FBS, sup-
plemented with sodium bicarbonate, HEPES and gentamicin,
and maintained in 5% CO, at 34°C for 24 h to attach. Then
medium was changed for DMEM/F12 serum-free and cells
were taken for assay after 48 h of culture. Sertoli cell cultures
were estimated to be 90-95% pure, as assessed by alkaline
phosphatase assay.

Peritubular cells were isolated from the supernatant frac-
tion of the collagenase-treated tubules, and were cultured in
25 em? flasks in DMEM/F12 10% FSB. In these conditions,
the only cell type of seminiferous tubules that can proliferate
are peritubular cells. These cells were allowed to confluence
and then subcultured at 25% density in the same medium.
‘When cells reached confluence, they were harvested for assay.

{solation of germinative cells

Germ cell-enriched suspensions were prepared as previously
described [39, 40]. Testes from immature rats were removed
and decapsulated. Seminiferous tubules were homogenized
and incubated with trypsin for 15 min at 37°C. The homoge-
nate was centrifuged for 5 min at 700 x g and washed with
sovbean trypsin inhibitor. Cells were centrifuged and incubated
with collagenase for 20 min at 37°C, and then centrifuged and
resuspended in Hank’s balanced salt solution (HBSS). The
suspension was filtered in a nylon mesh of 100 um-diameter,
toeliminate Sertoli and Leydig cells. Germinative cells were
then counted and suspended in phenol red-free HBSS sup-
plemented with pyruvate (2 mM) and lactate (6 mM). These
cells were immediately used for assay.

Assay and measurement of extracellular purines

Toevaluate the presence of nucleotides, nucleosides and other
purine derivatives in the incubation medium, we used the
method described by Ciccarelli et al. [41] to detect extracel-
lular guanine and adenine-based purines of astrocytes. Iso-
lated cells in culture were gently washed 3 times to remove



remnants of medium and eventual dead or dying cells, and
then incubated with phenol red-free HBSS supplemented
with HEPES 15 mM for different periods of time in 5% CO,
at 34°C. After incubation the medium was removed and cen-
trifuged to eliminate debris. Samples were treated with TFA
7% to precipitate proteins, evaporated in vacuum centrifuge
(—61°C) and resuspended at 1/10of the original volume in order
to allow the detection of the low concentrations of purinergic
compounds found in these cells. The sample purine contents
were determined by a reverse-phase HPLC system equipped
with 2 C-18 column (Supelcosil™, Supelco®, 25 cm x 4.6
mm) and UV detector. Cell viability was assessed by the
measurement of lactate dehydrogenase (LDH) activity in the
incubation medium after the end of the experimental proce-
dures, using a commercial kit from Sigma.

Two elution programs described for detection and quanti-
fication of purines were carried out. A linear gradient from
100% buffer A (KH,PO, 60 mM and tetrabutylammonium
chloride 5 mM, pH 6.0) to 100% buffer B (buffer A 70% plus
methanol 30%) over a 25-min period. at a flow rate of [.2
ml/min for identification of purinergic bases and nucleosides
[41]. In order to detect nucleotides the elution program de-
scribed by Cunha et al. [42] was used to separate ATP and its
degradation products: 10 min with 96% buffer A (KH,PO,
100 mM, pH 6.5) and 4% buffer B {buffer A plus methanol
30%), followed by a 5-min linear gradient up to 509% of buffer
B. and held for 10 min, at a flow rate of 1.25 ml/min (UV
absorption of 245 nm). To ascertain that the substances de-
tected in samples were effectively purine-based compounds,
each sample was loaded with standard solutions of nucleo-
tides, nucleosides and purinergic bases from Sigma.

Kinetics of degradation of extracellular ATP and adenos-
ine was assessed by adding ATP or adenosine 25 pM to the
incubation medium, and the appearance/disappearance of
their metabolic products on the extracellular space wasevalu-
ated by HPLC. In order to block the formation of extracellu-
lar adenosine from AMP, we used the most effective inhibitor
of ecto-¥'-nucleotidase, o, f-methylene adenosine diphosphate
(AOPCP) 100 uM. S-(4-nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBTI) 10
uM and dipyridamole (dip) 10 uM were used to inhibit the
transport of adenosine and/or inosine, and ervthro-9-(2-hy-
droxy-3-nonyljadenine (EHNA) 10 pM was used to inhibit
adenosine deaminase. Protein content was measured as de-
scribed by Lowry ef al. [43].

Statistical analysis

Each point of extracellular levels of purines in all cellular
preparations represents mean + S.E.M. values of at least three
separate experiments. Statistical analvsis were performed on
the raw data by ANOVA, with Duncan’s post hoc test. Dif-
ferences were considered to be significant when p < 0.05.

25

Results

HPLC analysis revealed that isolated Sertoli cells spontane-
ously released purines in the incubation medium (Fig. 1).
Concentration of extracellular ATP measured in 5, 10, 15 and
60 min of incubation ranged between 0.22 +0.02 and 0.32 +
0.04 nmol/mg protein ( 70—-100 nM ), while adenosine concen-
trations ranged between 0.05 + 0.02 and 0.15 + 0.03 nmol/
mg protein (11-36 nM). Inosine, hypoxanthine, xanthine,
uric acid and allantoin were also detected in all time points
analyzed (not shown ). No guanine nucleotides or nucleosides,
nor deoxy-inosine, deoxy-adenosine, cAMP, UTP, UDP and
IMP were found in any period of incubation studied. An ali-
quot of the incubation medium was used for measurement of
LDH activity, to assess cellular viability. There was no mem-
brane damage during assay (data not shown), indicating that
purines found are not leakage from cells. Two unidentified
U.V. absorbing peaks were observed in all chromatograms:
their retention times were about 7.5 and 11.2 min.

ADP and AMP were detected in all time points analyzed,
and this could suggest that extracellular adenosine and ino-
sine may be the result of the action of ectonucleotidases on
released ATP. We previously reported that Sertoli cells are
able to convert extracellular ATP into inosine by the action
of these enzymes [34], so we evaluated the rate of degrada-
tion of exogenous ATP and adenosine (25 pM) and the ap-
pearance of their metabolites during 30 min of incubation
(Fig. 2). AOPCP and EHNA were used to inhibit different
steps of ectonucleotidase pathway, and dip/NBTI were used
to suppress nucleoside uptake (Table 1).

Once ATP was added to the incubation medium of Sertoli
cells (Fig. 2A), it was quickly degraded to less than 20% in
5 min. Blockade of AMP conversion into adenosine by in-
hibiting ecto-5'-nucleotidase with AOPCP 100 pM abolished
adenosine production (Table 1). However, addition of adeno-
sinefinosine uptake inhibitors dipyridamole and NBTI (10
puM) caused an accumulation of extracellular adenosine and
inosine, even in the presence of AOPCP (Table 1). Similar
results were obtained without addition of ATP, where the
presence of dip/NBTI increased inosine and adenosine con-
centration (data not shown). Kinetics of adenosine degrada-
tion (Fig. 2B) showed that its deamination to inosine is slow;
after 30 min of incubation, concentration of adenosine in the
medium is still above 15 pM, and inosine concentration is
below 10 pM. Indeed, when ecto-adenosine deaminase was
inhibited by EHNA, the concentration of inosine was found
to be about 0.43 uM (Table 1), similar values to that obtained
at the release experiments (about 0.2-0.4 pM after 60 min of
incubation). This value was increased when dip/NBTI were
concomitantly added.

Extracellular purines from isolated germinative and peri-
tubular cells were also detected by HPLC analysis of the incu-
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Fig. I. Extracellular purines in Sertoli cells incubation medium. Purines in the incubation medium of Sertoli cells cultured for the indicated intervals were
identified by HPLC analysis. Hypoxanthine, xanthine, uric acid and allantoin were detected. but not shown. Individual peaks were identified by addition of
standard solutions in the samples. Each value is the mean £ S.EM. of three or four experiments (n = 3).

Table I. Degradation of exogenous ATP or adenosine (25 uM) in Sertoli cells (30 min)

ATP25uM  ATP+AOPCP  ATP+ dip/NBTI  ATP +AOPCP+  Adenosine 25 M Adenosine + Adenosine +
dip/NBTI EHNA EHNA + dip/NBTI
ATP(uM) 097018 093+0.09 0.22£007* 0.26 £ 0.03* - - -
ADP (uM) 727000 523x041% 4.62£0.19*% 111 £0.58% - - -
AMP (uM) LIT£0.15 393x0.15% 099 +0.12 8.07 £0.32% - - -
adenosine (uM) 267003 027 x0.04% 453 £023% 333088 17.57 2043 2837 x0.37T%  36.17=x 1.00%
inosine (uM) 052015 0232009 369+ 041% 333 20.03* 791017 043 £0.03% 257 £ 0.22%

Purinergic compounds resulting from degradation of exogenous ATP or adenosine (25 uM) were identified by selective HPLC analysis of the incubation
medium collected after 30 min of incubation. AOPCP 100 pM, and EHNA 10 pM were used to inhibit ecto-5"nuclectidase and adenosine deaminase activi-
ties, and dipyridamole/NBTI 10 pM were used to inhibit nucleoside uptake. *Different from respective control (p < 0.05).

bation medium (Table 2). Adenosine, inosine, hypoxanthine and
xanthine were present in both cell types after 60 min of incuba-
tion, besides some non-identified peaks. In both cellular prepa-
rations, the following compounds were tested and not found:
ATP. ADP. AMP, GTP, GDP. GMP, IMP, uric acid, allantoin,
deoxy-inosine, cAMP, UTP, and UDP. Lactate dehydrogenase
activity was also absent in all preparations.

Once extracellular ATP was not detected in these cells, we
verified if extracellular adenosine and inosine may be produced
from ATP by the action of ectonuclectidases. Kinetics of dis-
appearance of exogenous extracellular ATP (25 pM) showed
an elevated production of adenosine in the two cellular types
(Figs 3A and 3B), which is significantly decreased in the pres-
ence of AOPCP (Table 3). However, when dip/NBTI were
added in cells with ecto-5"-nucleotidase inhibited, the values
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of adenosine and inosine were higher than that obtained with
AOPCP alone, although still lower than it is without any treat-
ment (Table 3 ). The rate of adenosine (25 pM ) deamination was

Table 2. Extracellular purines released by germinative and peritubular cells

Germ cells Peritubular cells

Adenosine 0.02 + 0.008 0.37 £0.056
Inosine 0,35+ 0.023 0.25 £0.054
Hypoxanthine 0.28 £ 0.021 0.92 £0.021
Xanthine 048 £ 0.047 0.84 + 0.011

Extracellular purines from seminiferous tubules, germinative and peri-
tubular cells cultured for 1 h. Results are expressed in nmol/mg protein.
Peaks were identified by addition of standard solutions in samples, Data
are representative of 3 experiments (n = 3).
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Fig. 2. Kinetics of extracellular ATP and adenosine degradation in Sertoli cells. Exogenous ATP (A) or adencsine (B) 25 yM were added in the incubation
medium. Kinetics of appearance/disappearance of their metabolites during 30 min was evaluated by HPLC analysis. Each point represents mean £ S.E.M.

of three experiments (n = 3).

also slow in the two preparations (Figs 3C and 3D). and the
presence of inosine persisted even when both cellular types
were treated with EHNA (Table 3}, although its concentrations
have diminished. In cells treated with EHNA and dip/NBTI.
inosine concentrations were significantly higher than in cells
with EHNA alone.

Discussion

As described above, the presence of purinergic receptors in
testis has been reported by many authors, as well as the role
of the extracellular purines as mediators of signaling path-
ways in cells of the male reproductive system [4, 6-11]. Sev-
eral models have been proposed for paracrine communication
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mediated by extracellular ATP and/or adenosine between the
different cell types of the seminiferous tubules. principally
Sertoli and germinative cells. It was demonstrated that ex-
tracellular ATP inhibits some FSH-dependent effects on Ser-
toli cells — with an EC,, of approximately 9 uM [9, 10], and
it has been suggested that germinative cells may modulate the
function of Sertoli cells by secreting ATP, which also causes
an increase in calcium levels in Sertoli cells by activating P,
receptors [11, 35].

Conti ef al. [5] suggested that germinative cells are able to
release adenosine into the extracellular space of seminiferous
tubules, in response to changes in their intracellular ATP pool.
The activation of adenosine receptors of Sertoli cells, conse-
quently, might result in an increase in energy supply and oxy-
gen available to the germinative cells. However, these models
of metabolic integration and coordination between germina-
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Fig. 3. Kinetics of extracellular ATP and adenosine degradation in germinative and peritubular cells. Cells were incubated with ATP or adenosine and the
incubation medium was analyzed by HPLC. (A) germinative cells + ATP 25 uM: (B) peritubular cells + ATP Z5uM: (C) germinative cells + adenosine 25
uM: (D) peritubular cells + adenosine 25 pM. Each point represents mean + S.E.M. of three experiments {n = 3).

Table 3. Degradation of exogenous ATP or adenosine in germinative and peritubular cells

ATP 25 uM ATP + AOPCP ATP + AOPCP+  Adenosine 25 pM Adenosine + EHNA Adenosine + EHNA +
dip/NBTI dip/™NBTI

Germ cells
ATP{pM) 0.03 £ 0.02 531+ Lod* 648 £ LIT* - - -
ADP (uM) 0.29+£0.22 297 £0.34% 329+ 1.02% - - -
AMP (uM) 1.62+0.22 25.60 + 0.60% 2427+ 1.53% - - -
Adenosine (pM) 17.51 +0.43 206 +0.08% 4.19 £ 0.90% 19.09 + 1.51 3152 £231% 3226+ 1.25%
Inosine (uM) 12.19 £ 0.55 243 x£0.14% 4.81 £ 0.86% 6.91 +042 1.12 £0.95% 44103018
FPeritubular cells
ATP{pM) 117+ 044 0.6 +0.12 137 +0.18 - - -
ADP (uM) 0.22 £ 0.02 233+£035* 317 £0.44% - - -
AMP (uM) 2.23+0.19 17.5 £ 0.68* 1627 £ 0.43% - - -
Adenosine (M) 18.47 £ 0.84 0.6 +0.06% 3.13£0.35 2263 £0.81 M5 =031% 37.26£0.20%
Inosine (ph) 4.84 +0.43 0.62 £0.04% 1.86 £ 0.15° 533035 1.47+0.20% 34 +021°

Purinergic compounds resulting from degradation of exogenous ATP or adenosine (25 uM) were identified by selective HPLC analysis of the incubation
medium collected after 30 min of incubation. AOPCP 100 pM and EHNA 10 pM were used to inhibit ecto-5"nucleotidase and adenosine deaminase activi-
ties, and dipyridamole/NBTI 10 pM were used to inhibit nucleoside uptake. *Different from respective control. *Different from AOPCP treatment. *Differ-

ent from EHNA treatment (p < 0.05).

tive and Sertoli cells were never supported by experimental
evidence of the secretion of purines by any of these cells.

In this study, we demonstrated the presence of purines in
the extracellular medium of the cells of seminiferous tubules
from immature rats. Although it could be possible that the
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purines detected were released from damaged cells, the ab-
sence of LDH activity in the incubation medium, analyzed
in all the experiments, indicates that purinergic content was
not derived from cytolysis. No extracellular guanine nucleo-
tides and nucleosides were detected in the cellular types stud-



ied, indicating that purinergic paracrine communication into
the seminiferous tubules of immature rats 18 probably medi-
ated only by adenine-based purines.

Extracellular medium of Sertoli cells presents a relatively
constant concentration of ATP (about 80—100 nM). Since we
found a considerable rate of ATP degradation by these cells,
when incubated with the exogenous nucleotide added, it
seems clearly reasonable to suggest that both release and
subsequent hydrolysis of ATP are very important to maintain
these concentrations. The ectonucleotidases present on its
surface seem to play a central role in the control of the steady-
state concentrations of ATPin the extracellular space. Indeed,
data from the assays carried out in the presence of the inhibi-
tor of ecto-5'-nucleotidase (AOPCP). seem to indicate that
the degradation of ATP is not essential for the appearance of
extracellular adenosine and/or inosine; when the re-uptake
of these nucleosides is inhibited by dipyridamole and NBTI.
adenosine as well as inosine increases on the extracellular
medium of Sertoli cells, even if the dephosphorylation of
AMPis blocked. Therefore, the concentration of extracellu-
lar adenosine found seems to be resulting from the degrada-
tion of nucleotides, its own release/uptake and the deamination
to inosine.

On the other hand, the high levels of inosine found do not
appear to agree with the rate of adenosine deamination ob-
served in the experiments in which exogenous adenosine is
added. Indeed, with concomitant inhibition of adenosine de-
aminase and blockade of nucleoside uptake, the extracellu-
lar levels of inosine found were similar to that observed in
the release assay. These data seem to suggest that the inosine
found in the extracellular medium of Sertoli cells is due to its
own secretion and not to extracellular metabolism. Physiologic
importance of this process is up to here unknown, but some
works have described new findings on the biological func-
tions of inosine: recent reports revealed that in mast cells this
nucleoside can interact with A, purinoceptors [44, 45], lead-
ing to an extravasation of serum proteins; activation of these
receptors also leads to activation of protein kinase B in ba-
sophilic leukemia 2H3 mast cells [46].

As was suggested by Conti ef al. [5], we found adenosine
(besides inosine, hypoxanthine and xanthine) in the extracel-
lular space of germinative cells. Peritubular cells demon-
strated the same pattern in their pool of extracellular purines,
but the concentration of adenosine was higher. Unlike Ser-
toli cells, these cellular types had a high production and ac-
cumulation of extracellular adenosine when incubated with
exogenous added ATP — as we verified in the Kinetic assay.
This concentration significantly diminished when ecto-5'-
nucleotidase was inhibited: in this condition, concentrations
of adenosine and inosine decreased 8- and 5-fold, respec-
tively, in germinative cells, while in peritubular cells both
nucleosides alimost completely disappeared. However, con-
comitant treatment of AOPCP and dip/NBTI caused an ac-
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cumulation of adenosine and inosine in both cell types, indi-
cating that other route, in addition to extracellular AMP dephos-
phorylation, may generate these nucleosides. Furthermore, in
assays carried out to evaluate the Kinetics of adenosine deg-
radation in both cell types, the adenosine is partially con-
verted to inosine (20-24%). When the adenosine deaminase
was inhibited, the inosine concentration decreased to values
similar to that found without the adenosine addition. Block-
ade of nucleoside uptake caused an accumulation of inosine,
even in the presence of EHNA — indicating an efflux of this
nucleoside. Although these data could suggest that extracel-
lular adenosine and inosine found are mainly released by
these cellular types, it may not be discharged that the produc-
tion of these nucleosides is related to the release and subse-
quent degradation of ATP, since the high rate of hydrolysis
of this nucleotide can explain its absence in both germina-
tive and peritubular cell preparations. Also, it is important (o
note that, neither in binding experiments [6] nor in the study
of expression of receptors [4], adenosine receptors were found
in peritubular cells. nor P2 receptors have been demonstrated
to date in this cell type [47].

The concentration of adenosine found in the incubation
medium of germinative and peritubular cells after 1 h of in-
cubation (7 and 123 nM, respectively) suggests that these
cells are able to trigger A| purinoceptors-dependent responses
of Sertoli cells; it is known that low concentrations of extra-
cellular adenosine inhibit estrogen production in Sertoli cells,
with an IC; of 100 nM [48] — furthermore, it is Known that
binding experiments with synthetic agonists of A receptors
indicated an affinity of 1-3 nM [6]. This and other responses
induced by adenosine in Sertoli cells could play an impor-
tant role in regulating the metabolic function of germ cells
and, consequently, in their maturation processes. Extracellu-
lar ATP concentrations found in Sertoli cells (100 nM), in
contrast, do not seem to be correlated to autocrine P2 recep-
tors triggering, once the EC, described for these receptors
varies from 1 to 300-400 pM [49]. However, it should be
remembered that in vive, under the influence of other signals,
these concentrations can be modulated.

A point that also deserves special attention is the presence
of extracellular inosine in all cell types studied. As mentioned
above, recent reports have related unknown physiologic func-
tions exerted by this nucleoside — mainly by activation of A,
receptors. Considering that germinative cells possess A, pu-
rinoceptors that inhibit adenylyl cyclase activity [4], it remains
to be determined whether extracellular inosine can induce func-
tional changes through activation of these receptors.

In conclusion, this is the first work showing the release of
purine-based nucleotides, nucleosides and their metabolites
by the cells of the seminiferous tubules; the exact role of these
compounds in paracrine and autocrine signaling of these cells
and in the regulation of their maturation remains to be clearly
determined.
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Capitulo 111

Secrecao de purinas extracelulares por células
germinativas de ratos adultos e fragmentos de tubulos

seminiferos de ratos imaturos e adultos
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1. INTRODUCAO

No trabalho apresentado no capitulo Il desta dissertacdo, n6s demonstramos que
células constituintes de tdbulos seminiferos de ratos imaturos, quando isoladas, sdo
capazes de liberar purinas extracelulares para o meio de incubacdo. Os diferentes tipos
celulares estudados — as células de Sertoli, germinativas e peritubulares — demonstraram
perfis qualitativos distintos de secrecdo, especialmente as células de Sertoli em
comparagdo com os outros dois tipos celulares. No entanto, em uma condicdo in vivo,
estes tipos celulares encontram-se intimamente relacionados na constituicdo anatbmica
dos tubulos seminiferos, o que poderia modificar drasticamente o perfil de purinas
extracelulares, devido as influéncias que estas células exercem umas sobre as outras nesta
condicéo.

Para esclarecer esta questdo, nds investigamos qual o perfil de purinas liberado
para 0 meio de incubagdo por fragmentos de tibulos seminiferos de ratos imaturos, onde
os trés tipos celulares estudados no capitulo Il apresentam-se na mesma condicdo de
associacdao anatémica que aquela encontrada in vivo. Além disso, com o objetivo de
tracar um quadro comparativo entre o contetdo de purinas extracelulares liberadas por
células testiculares de ratos em diferentes estagios de maturidade sexual, noés
comparamos as purinas encontradas nas preparacfes de tubulos seminiferos de ratos
imaturos com o perfil encontrado em preparacGes de tibulos seminiferos de ratos adultos
(90 dias de idade). Como o tipo celular predominante em tubulos seminiferos de ratos
adultos é a celula germinativa, nés também realizamos preparaces de ceélulas
germinativas de ratos desta idade, e comparamos o perfil de purinas liberadas por estas

células com aquele encontrado nos tabulos seminiferos de ratos da mesma idade.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparacao de tubulos seminiferos.

Segmentos de tabulos seminiferos de ratos imaturos ou adultos foram coletados
mecanicamente, conforme descrito por Shabanowitz & Kierszenbaum (1986). Os
testiculos foram removidos, descapsulados, e colocados em uma placa de Petry contendo
solucéo salina balanceada de Hanks sem corante (HBSS s/c). Cada segmento (2-6 mm de
comprimento) foi coletado direto da placa individualmente e lavado seqliencialmente em
placas contendo HBSS s/c, a fim de remover células intersticiais. Os segmentos foram
entdo usados para incubacdo, na relacdo de aproximadamente 1 mg proteina/ml, com o
mesmo tampao, em tubos de ensaio, durante 60 minutos, em atmosfera humidificada, 5%
CO; e 34°C. O conteudo purinérgico do meio de incubacdo foi determinado por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), como descrito no trabalho anterior. A
integridade celular foi medida pela dosagem da atividade da enzima citosélica lactato

desidrogenase (LDH) no meio de incubag&o, usando um kit comercial Sigma.

2.2. Extracdo de celulas 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 extra¢ao, ensaio e quantificagdo de
purinas extracelulares descritos na se¢do de “Material e Métodos” do artigo do capitulo
I1, utilizando ratos de 90 dias de idade. Atividade da LDH foi usada como marcador de

rompimento da membrana plasmatica.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise por HPLC das purinas do meio de incubacédo de tibulos seminiferos de
ratos imaturos (fig.1) demonstrou a presenca de ATP, inosina, hipoxantina, xantina e
acido Urico. J& no meio extracelular de tubulos seminiferos de ratos adultos foram
encontradas as mesmas purinas, com exce¢do do ATP, mas em maior concentracdo. Além
disso, foi detectada a presenca de GTP no meio de incubacdo dos tdbulos de ratos
adultos, sendo que este nucleotideo ndo foi detectado em tlbulos de ratos imaturos nem

em qualquer outra preparacao celular de testiculos de ratos dessa idade.

Oimaturo
E adulto

nmol/mg proteina

ATP GTP inosina hipoxantina xantina acido arico

Figura 1. Purinas extracelulares de tubulos seminiferos de ratos imaturos e adultos. O conteldo
purinérgico liberado durante 1 hora de incubagdo foi analisado por HPLC. Dados representativos de 3
experimentos realizados em triplicata. Cada barra representa média + erro padrdo. *p<0,05, ANOVA,
Tukey’s post hoc.

Diferentemente do que foi observado com células germinativas de ratos imaturos (cap.
I, tabela 1), a analise do meio de incubacdo de células germinativas obtidas de ratos adultos

demonstrou a presenca de GTP, inosina, hipoxantina, xantina e acido Urico. A tabela 1
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demonstra as concentracdes das purinas extracelulares detectadas nestas células, em

comparacdo com os valores obtidos com células de ratos imaturos, demonstrados no capitulo I1.

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
acido drico 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
estdo expressos em nmol/mg de proteina. Dados representativos de 3 diferentes experimentos
realizados em triplicata (n=3). Cada valor representa média + erro padrdo. ND= ndo detectado.

Estes resultados demonstram, em primeiro lugar, uma importante diferenca entre os
compostos purinergicos extracelulares em tabulos de ratos de diferentes idades, ndo apenas de
forma quantitativa - as concentragdes de inosina, hipoxantina, xantina e acido Urico sao
significativamente maiores em tdbulos de ratos adultos do que de imaturos (fig. 1) - mas
também qualitativa: foram detectadas baixas concentracGes de ATP no meio de incubacdo de
tibulos seminiferos de ratos imaturos, enquanto que em tubulos de ratos adultos ndo foi
detectado este nucleotideo, mas sim o GTP, também em baixas concentraces.

Analisando o contetdo purinérgico liberado por células germinativas obtidas de ratos
adultos (tabela 1), foi detectado um perfil semelhante ao dos tibulos seminiferos de ratos da
idade correspondente. Comparando com os dados obtidos com células germinativas de ratos
imaturos, nos percebemos que as células germinativas de ratos adultos possuem uma
concentra¢do maior de metabolitos purinérgicos (inosina, hipoxantina e xantina), sendo que ha

também a presenca de &cido drico e GTP, que ndo foram detectados em ceélulas de ratos
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imaturos. No entanto, ndo foi detectada a presenca de adenosina nas células germinativas de

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

Discussao Geral
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1. Considerac0es gerais

Neste trabalho demonstramos a presenca e degradacdo de purinas no meio extracelular
de tabulos seminiferos e de seus componentes celulares isolados. Como citamos anteriormente,
diversos autores tém sugerido modelos de comunicacdo pardcrina mediada por agonistas
purinérgicos entre células de Sertoli e germinativas, com implicacdes na regulacdo da
espermatogénese. Os dados obtidos neste trabalho nos permitem realizar algumas observacgdes
sobre estes modelos. A primeira constatacdo é a de que a presenca de nucleotideos (ATP, ADP,
GTP), nucleosideos (adenosina, inosina) e seus produtos de degradacédo (hipoxantina, xantina e
acido urico) no meio de incubacdo de fragmentos de tdbulos seminiferos, bem como nas
preparacOes de células de Sertoli, germinativas e peritubulares isoladas, nos indica que todas
estas células sdo capazes de liberar espontaneamente purinas. O fato de existirem diferencas
quantitativas e qualitativas entre os perfis de purinas liberadas por estas células indica que,
provavelmente, estas moléculas estejam envolvidas em processos de sinalizagdo celular no
interior dos tubulos seminiferos. Esta observacao, em primeiro lugar, contraria as inferéncias
de alguns autores de que seriam as terminagdes nervosas dos testiculos as principais fontes de
liberacdo destas moléculas no sistema reprodutor masculino [Foresta et al., 1995; Rossato et
al., 2001]. Além disso, sugere que as células constituintes dos tubulos seminiferos podem
regular reciprocamente suas funcdes através da liberacdo de agonistas purinérgicos e ativacdo
de seus respectivos receptores, de maneira autbnoma, uma vez que tem sido extensamente
demonstrada a capacidade destas purinas de influenciar varios processos importantes nestas
células. A auséncia de atividade da enzima citosélica LDH no meio de incubacdo demonstra

que estes compostos ndo provém de uma possivel ruptura celular (dados ndo mostrados).
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2. Distincéo do perfil de purinas extracelulares com o tipo celular

Observa-se uma clara distingé@o do perfil de purinas extracelulares de acordo com o tipo
celular analisado. Esta observacao tem relevancia se percebermos que as células germinativas e
de Sertoli possuem distintos receptores purinérgicos que, segundo diversos autores, podem
estar relacionados tanto a liberacao de fatores essenciais as células germinativas pelas células
de Sertoli [Conti et al., 1989] como também poderiam estar relacionados a regulacdo das
proprias funcdes das células de Sertoli relacionadas a manutencao da espermatogénese, como a
resposta a0 FSH [Monaco & Conti, 1986; Filippini et al., 1994]. Foi demonstrado que a
ativacdo de receptores para ATP inibe 0 aumento de AMPc induzido por este horménio, sendo
que o ICsq observado para este efeito foi de aproximadamente 9 uM [Fillipini et al., 1994].
Apesar de muitos autores terem sugerido que as células germinativas poderiam controlar
algumas funcdes das células de Sertoli pela secrecdo de ATP e conseqliente ativacdo de
receptores P2 [Foresta et al., 1995; Laleveé et al., 1999; Rossato et al., 2001; Filippini, 1994],
nossos dados sugerem que é mais provavel que o ATP extracelular exerca uma fungdo de
controle autocrino nas respostas das células de Sertoli ao FSH - como ja foi especulado por
Lalevée et al., [1999], em seu estudo sobre os perfis de aumento de célcio citosélico induzido
por ATP, FSH e AMPc. Os nossos dados reforcam esta sugestdo, ja que mostram a presenca de
ATP no meio de incubacédo de células de Sertoli e ndo em germinativas, além da alta atividade
ecto-ATPasica presente nas preparacfes de células germinativas. Esta observacdo nos indica
que, a menos que a atividade ATPasica seja diminuida, através de uma possivel regulacdo
exercida por outros fatores autdcrinos/paracrinos, em uma condicdo in vivo - 0 que € bem
plausivel - ¢ muito dificil 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 concentracdo citoplasmatica de calcio,
através da producdo de fosfoinositideos via fosfolipase C, e do influxo de célcio extracelular
via abertura de poros especificos na membrana [Filippini et al., 1994; Foresta et al., 1995].
Sabendo que o FSH também induz modificacdes nas concentracdes de calcio intracelular nas
células de Sertoli [Lalevée et al., 1999; Ko et al., 2003], pode-se sugerir que 0 ATP também
atue como um regulador autocrino na modulacdo das concentragdes de célcio pelo FSH.

No entanto, a hipGtese de liberagdo de ATP e subsequente degradacdo por
ectonucleotidases em células germinativas e peritubulares ndo pode ser simplesmente
descartada, uma vez que a producdo de adenosina extracelular em diversos tipos celulares esta
mais relacionada a degradacdo do ATP do que a liberacdo da adenosina per se, como tem sido
demonstrado por diversos autores [Ralevic & Burnstock, 1998]. Em nossos experimentos com
inibidores da ecto-5’-nucleotidase, o,3-metileno-ADP (AOPCP), e inibidores de captacdo de
nucleosideos, dipiridamole e S-(4-nitrobenzil)-6-tioinosina (dip/NBTI), nds constatamos que a
degradacdo de ATP extracelular pode produzir quantidades significativas de adenosina e
inosina, apesar de uma fracdo destes nucleosideos ainda acumular-se no meio de incubacéo
quando esta rota € inibida. Estes dados parecem indicar que a presenca de adenosina e inosina
no meio de incubacdo devem-se tanto a degradacdo de ATP liberado no meio de incubacédo
como também a liberacéo direta de adenosina, a qual é posteriormente transformada em inosina
pela ecto-adenosina deaminase.

Em relacdo a adenosina, foi observado que a ativacdo de receptores para este
nucleosideo, em células de Sertoli, atenua fungdes estimuladas pelo FSH, como a aromatizacéo
de andrdgenos em estrogenos [Monaco & Conti, 1986; Monaco et al., 1984] e a secrecdo de

piruvato [Conti et al., 1989]. Baseado nestas informacGes, Conti propds que a ativacdo de
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receptores de adenosina nas células de Sertoli estaria implicada na regulacdo das necessidades
metabdlicas das células germinativas [Conti et al., 1989], ja que o metabolismo energético
destas células € continuamente dependente da producdo e secrecdo de metabolitos
intermediarios pelas células de Sertoli (lactato e piruvato). O modelo de Conti propGe que, um
aumento na demanda energética das células germinativas, levaria a um aumento na secrec¢éo de
adenosina, uma vez que o aumentado consumo de ATP intracelular resultaria em uma elevacédo
da concentracdo de adenosina no citosol destas células; isto, por sua vez, acarretaria em
aumento de transporte de adenosina para 0 meio extracelular através de transportadores
equilibrativos de nucleosideos. Esta adenosina transportada para o exterior das células
germinativas seria capaz de ativar 0s receptores A; das células de Sertoli, os quais tém sido
localizados justamente na regido dos tubulos seminiferos correspondente a interface entre as
células de Sertoli e germinativas [Conti, 1989; Rivkees, 1994]. Assumindo este modelo como
correto, poderiamos sugerir que a adenosina € capaz de informar a célula de Sertoli sobre o
status energético das células germinativas, e modificar as suas fungdes de acordo com essa
condicdo.

Apesar deste modelo ser meramente especulativo, a observacdo de que a ativacdo dos
receptores de adenosina em células de Sertoli é capaz de atenuar algumas de suas funcgdes
metabdlicas, somadas com nossos dados demonstrando a presenca de adenosina extracelular
em células germinativas sob condi¢bes basais - embora em baixas concentracdes, podem ser
um indicativo do envolvimento da comunicacdo paracrina adenosinérgica na regulacdo das

funcBes metabdlicas das células germinativas pelas células de Sertoli.
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3. Comparacéao entre as diferentes idades

Os dados provenientes da comparacdo entre o contetdo purinérgico liberado por
tibulos seminiferos extraidos de ratos de diferentes idades (18 dias e 90 dias - fig. 1, cap. 1)
chamam a atencdo principalmente por dois fatores: primeiro, a secrecdo de ATP por tubulos de
ratos imaturos, e de GTP por adultos; e segundo, a auséncia de deteccdo de adenosina em
ambas as preparacGes, mas com uma presenca marcante de seus produtos de degradacéo
enzimatica: inosina, hipoxantina, xantina e acido Urico. Para interpretar corretamente qualquer
dado proveniente da comparacao entre tdbulos seminiferos imaturos e adultos, deve-se sempre
levar em conta a principal diferenca entre eles: a presenca macica de células germinativas em
seus diversos estagios de maturacdo nos tubulos de animais adultos. Com cerca de 18 dias de
idade, a populacdo predominante de células nos tibulos seminiferos constitui-se de células de
Sertoli, as quais estdo cessando a divisdo celular, iniciando sua maturacdo morfoldgica e
diferenciacdo (constituindo a barreira hemato-testicular) e, segundo alguns autores, atingindo
um estagio "bioquimicamente adulto” [Vitale-Calpe et al., 1973; Jégou et al., 1982; Lacroix et
al., 1977]. Nessa idade as células da linhagem germinativa iniciam a divisdo meidtica e
comecam a adentrar nos diferentes estagios da espermatogénese, aumentando o peso testicular -
incluindo nesta relacdo as células intersticiais de Leydig - em aproximadamente 3000%, e
constituindo cerca de 80% do volume do testiculo adulto. Sendo assim, pareceu-nos razoavel
questionar se a maior proporcdo de células germinativas, em todos os seus diferentes estagios
de maturacdo, nos tdbulos adultos, seria responsdvel pela diferenca no perfil de purinas
extracelulares encontrada nas duas preparac@es. Os experimentos subseqiientes nos indicaram

que sim.
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A andlise do conteudo purinérgico liberado por células germinativas extraidas de ratos
adultos nos mostra um perfil semelhante ao encontrado em tdbulos seminiferos de ratos
adultos: presenca de GTP, inosina, hipoxantina, xantina e acido urico (cap. Ill, fig. 2).
Levando-se em conta a grande quantidade de células germinativas nos tubulos seminiferos
adultos, nés podemos concluir que o contetdo purinérgico extracelular dos tubulos seminiferos
de ratos adultos é influenciado principalmente pela secrecdo das células germinativas. N&o
existem dados disponiveis para inferir sobre a significancia fisioldgica da presenca de GTP, ao
invés de ATP, no meio de incubacdo de tabulos de ratos adultos; no entanto, perfil semelhante
de secrecdo ja foi descrito em astrocitos [Cicarelli et al., 1999].

Por outro lado, em células germinativas de ratos imaturos, foi detectada a presenca de
adenosina, inosina, hipoxantina e xantina (cap. Il, tabela 2), enquanto que no meio de
incubacdo de tubulos seminiferos de ratos imaturos foram encontrados ATP, inosina,
hipoxantina, xantina e acido urico (cap. Ill, fig.1). Neste caso, ndo podemos afirmar que as
células germinativas sdo as principais secretoras destas moléculas, pois a populacdo celular
predominante em tdbulos seminiferos de ratos desta idade é constituida por células de Sertoli.
A auséncia de deteccdo de adenosina em tubulos seminiferos pode ser explicada pela sua
metaboliza¢do em outros produtos que foram detectados - inosina e hipoxantina, por exemplo -
além da presenca de outros tipos celulares, sendo que a liberacdo total de purinas por outras
células predominates, como as células de Sertoli, diluiria as ja baixas concentracGes de
adenosina liberadas por células germinativas. Além disso, nds constatamos que as células de
Sertoli isoladas sdo capazes de secretar todas os metabolitos de adenina encontrados no meio
de incubacdo de tubulos seminiferos de ratos imaturos, ou seja, ATP, inosina, hipoxantina,
xantina e &cido urico (cap. Il, fig. 1). Este dado nos sugere que o conteldo purinérgico

extracelular dos tabulos seminiferos de ratos imaturos deve-se principalmente a secrecdo destas
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moléculas pelas células de Sertoli. Embora a analise do meio de incubacdo de culturas de
células de Sertoli permita também a deteccdo de ADP, AMP e adenosina (cap. Il, fig.1), que
ndo foram detectados nos tubulos seminiferos de ratos imaturos, as altas taxas de degradacéo de
ATP por ectonucleotidases e de adenosina pela ecto-adenosina deaminase observadas em
células germinativas e peritubulares (cap. Il, fig. 3) poderiam explicar a auséncia de detec¢édo
destas purinas nas preparagdes de tabulos seminiferos.

Levando em consideracdo estas observacGes, nos € permitido tracar um quadro
comparativo entre tabulos seminiferos de ratos adultos e imaturos, sendo que as purinas
extracelulares predominantes no microambiente dos tdbulos seminiferos provém
predominantemente das células de Sertoli até o periodo pré-pubere do rato, enquanto que na
fase adulta — correspondente a maturidade sexual - teriam sua origem nas células germinativas.

A significancia fisioldgica desta observagdo permanece a ser esclarecida.
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Capitulo V

Conclusoes e perspectivas
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Com os dados apresentados nesta Dissertacdo de Mestrado, nds podemos concluir que
as células de tubulos seminiferos sdo capazes de liberar purinas envolvidas em processos de
sinalizacdo celular, sob condicdes basais de incubacao. Além disso, cada tipo celular apresenta
um perfil de secrecdo particular. A auséncia de nucleotideos e nucleosideos de guanina em
quase todas as preparacdes — exceto naquelas provenientes de ratos adultos, onde se encontrou
GTP - nos indica que a comunicagdo paracrina purinérgica nos tabulos seminiferos é mediada
apenas por moléculas com base de adenina nos estagios de imaturidade sexual. O aparecimento
de GTP em estagios adultos sugere que as mudancas nos estagios de maturidade sexual sdo
acompanhadas por mudancgas na comunicacdo paracrina purinérgica entre estas células, e este
dado merece estudos mais aprofundados. As principais perspectivas abertas por este trabalho
estdo no estudo da modulacdo destas purinas (e vice-versa) por outros fatores relacionados a
fisiologia testicular, como o FSH, testosterona, retinol e insulina, aléem de estudos mais
aprofundados sobre o papel exato destas purinas na sinalizagdo autocrina e paracrina destas

células, bem como na regulacéo de seus processos metabolicos e na sua maturacgéo.
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