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RESUMO

A insulina e o IGF-I sdo hormdbnios que possuem alta homologia, isto é, apresentam
grande semelhanca estrutural no que se refere a sequencia de aminodcidos. Assim como os
hormonios, seus receptores de membrana também sdo semelhantes, e a similaridade de suas
sequencias de aminodcidos é em torno de 50%. Essas semelhangas permitem que ambos os
hormonios se liguem aos seus receptores com alta afinidade e ao receptor do outro hormonio
com menor afinidade. Tanto insulina como IGF-I desencadeiam uma série de efeitos sobre as
células de Sertoli, como transporte de glicose e producao de lactato.

Dessa forma, este estudo tem por objetivo investigar a acdo do IGF-I e da insulina
sobre a captacdo de calcio, o transporte de aminoacido e glicose, além de suas agdes
eletrofisioldgicas em células de Sertoli de ratos de 12 a 15 dias e de 30 dias de idade.

Para o registro do potencial de membrana foram utilizados tubulos seminiferos
isolados de testiculos de ratos Wistar machos de 12 a 15 dias de idade e de 30 dias de idade. O
registro intracelular da célula de Sertoli foi realizado utilizando microcapilares de borossilicato
preenchidos com KCI 3 M acoplados a um eletrémetro. Foi realizada a aplicacdo tdpica de IGF-I
(100 ng/ml) e insulina (100 uM) isoladamente e também apds a perfusdo com a verapamil (100
UM) e JB1 (1 pg/ml). A captacdo de *>Ca®* foi investigada se utilizando testiculos inteiros. Os
tecidos foram pré-incubados em KRb com **Ca*" por 60 minutos para equilibrar o meio intra e
extracelular de *Ca*". Em seguida, as génadas foram incubadas por 2 minutos em KRb com
**Ca** com ou sem IGF-I ou insulina. O transporte de [**C]MeAIB e [*/C]2-DG também foram
investigados se utilizando de testiculos inteiros. Com pré-incubacdo de 30 minutos em KRb
sem [**C]MeAIB ou [*C]2-DG, e posterior incubagdo de 45 minutos com [**C]MeAIB ou de 120
minutos com [**C]2-DG, com ou sem o respectivo hormdnio a ser investigado. Os resultados
foram dados como média + SEM. Os dados foram analisados pelo teste T student para
comparagdo entre dois grupos ou ANOVA para medidas repetidas com o pds-teste de
Bonferroni.

IGF-I e insulina produziram um efeito despolarizante sobre o potencial de membrana
das células de Sertoli de ratos imaturos. Este efeito é dependente do influxo de calcio, uma vez
que a perfusdo com verapamil bloqueou a a¢do dos dois hormdnios. A reposta despolarizante
do IGF-lI foi bloqueada pelo JB1, enquanto que a resposta a insulina foi parcialmente
bloqueada. Em ratos de 30 dias, apenas a insulina apresentou uma despolarizac¢ao significativa.
IGF-I e insulina também estimularam a captac¢do de cdlcio, aminodcido e glicose. A agdo da
insulina sobre o transporte de célcio foi totalmente bloqueada pelo JB1 enquanto que do IGF-I
foi apenas parcialmente bloqueado. Ja sobre o transporte de aminodcido, o JB1 ndo exerceu

qualquer efeito sobre a agdo da insulina, enquanto que o efeito do IGF-I foi parcialmente



bloqueado. E a estimulacdo do transporte de glicose pelo IGF-I ndo foi bloqueada pelo JB1, e a
da insulina parcialmente bloqueada.

Esses dados mostram que IGF-1 e insulina, em diferentes parametros, se utilizam nao
apenas de seus receptores cognatos, mas também de outros receptores de membrana. Dessa
forma, ficou claro que a sinaliza¢cdo gerada por esses horménios nas células de Sertoli depende
da presenca dos receptores de ambos os hormonios na membrana celular para que eles sejam

capazes de interferir nos processos metabdlicos e funcionais dessas células.



ABSTRACT

Insulin and IGF-I are hormones which have high homology. In other words, they have
high structural similarity with regard to the sequence of amino acids. As well as the hormones,
their membrane receptors are also similar, and the similarity of their amino acid sequences is
around 50%. These similarities allow both hormones bind to their receptors with high affinity
and to each other's receptor with lower affinity. Both insulin and IGF-I trigger a number of
effects on the Sertoli cells, such as transporting glucose and lactate production.

Thus, this study aims to investigate the action of IGF-I and insulin on calcium uptake,
transport of amino acids and glucose, as well as their electrophysiological actions in Sertoli
cells from 12- to 15- and 30-days-old rats.

To record the membrane potential were used isolated seminiferous tubules from
12- to 15- and 30-days-old rats. The intracellular recording of Sertoli cells was performed using
microcapillaries filled with 3 M KCl coupled to an electrometer. Was performed topical
application of IGF-I (100 ng/ml) and insulin (100 mM) alone and also after infusion with
verapamil (100 mM) and JB1 (1 pg/ml).

The uptake of *Ca®* was investigated using whole testes. Tissues were pre-incubated
in KRb with **Ca** for 60 minutes to equilibrate intra and extracellular medium. Then, the
gonads were incubated for 2 minutes in KRb with *Ca®* and with or without IGF-I or insulin.
The transport of [**C]MeAIB and [**C]2-DG were also investigated using whole testes. Which
was pre-incubated for 30 minutes in KRb without [**C]MeAIB or [**C]2-DG, and further was
incubated for 45 minute in KRb with [**C]MeAIB or 120 minutes with [**C]2-DG, with or
without the respective hormone to be investigated.

The results are given as mean + SEM. Data were analyzed by Student's t test for
comparison between two groups or ANOVA for repeated measures with Bonferroni post-test.

IGF-I and insulin produced a depolarizing effect on the membrane potential of Sertoli
cells from immature rats. This effect is calcium influx dependent, since the verapamil infusion
blocked the action of the two hormones. The depolarizing response of IGF-I was blocked by
JB1, whereas the depolarizing response of insulin was partially blocked. In 30-day-old rats, only
insulin showed a significant depolarization. Insulin and IGF-I also stimulated the uptake of
calcium, amino acids and glucose. The action of insulin on calcium uptake was completely
blocked by JB1 while IGF-I was only partially blocked. On amino acid transport, JB1 had no
effect on the insulin action, while IGF-I effect was partially blocked. And stimulation of glucose
transport by IGF-I was blocked by JB1 and partially blocked the insulin effect.

These data show that IGF-I and insulin on different parameters, use not only their

cognate receptors, but also other membrane receptors. Thus, it became clear that the signal
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generated by these hormones in Sertoli cells depends on the presence of receptors for both
hormones in the cell membrane to they are able to interfere on the functional and metabolic

processes of these cells.



1 INTRODUCAO

1.1 GONADA MASCULINA

Os testiculos sdo érgdos pareados, ovoides e encapsulados (Santen e Bardin, 1973).
Sua funcdo bdsica é promover a producdo dos espermatozoides e de hormonios esteroides e
proteicos essenciais a funcdo reprodutiva masculina (Fawcett et al., 1970). Esses 6rgdos sdo
constituidos de dois compartimentos funcional e morfologicamente distintos, envoltos por
uma capsula chamada de tunica albuginea, que configuram duas unidades funcionais: uma
rede de tubulos seminiferos para a produgdo e transporte de espermatozoides e; um tecido
intersticial composto pelas células de Leydig, que tem a funcdo de produzir horménios
androgénios, vasos sanguineos e linfaticos responsdveis pelo movimento de horménios e
nutrientes para dentro e fora dos testiculos (Skinner, 1991; O’donnell et al., 2006). Os tubulos
seminiferos estdo fortemente enrolados e empacotados o que confere a eles uma maior
extensdo dentro dos testiculos. Estes sdo revestidos pelas células mioides peritubulares,
células germinativas primitivas e células de Sertoli (Ganong, 2006).

As células de Sertoli sdo células grandes e complexas que contém glicogénio e que se
estendem da lamina basal do tubulo até seu lumen. Essas células sdo essenciais no
desenvolvimento das células germinativas (Ray, 1999). Possuem jungbes entre as células
adjacentes, préximo a lamina basal, denominadas jun¢des apertadas. Essas jungdes formam a
barreira hematotesticular, que impede a passagem de agentes nocivos e complexos
imunolégicos oriundos do tecido intersticial (Mruk e Cheng, 2004; Ganong, 2006). No entanto,
as células de Sertoli e células de Leydig possuem a habilidade de receber sinais enddcrinos da
corrente sanguinea e transmiti-los de forma apropriada para as células germinativas em

desenvolvimento (O’donnell et al., 2006).

Figura 1.1: Biologia Celular do Testiculo (adaptado de Silverthorn, 2010).
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1.2 CELULAS DE SERTOLI

Ainda no periodo fetal, a célula de Sertoli é a primeira célula identificdvel a se
diferenciar a partir da gonada bipotencial. Durante esse periodo ela promove a formacgao dos
tubulos seminiferos, possibilita a diferenciacdio de outras células testiculares, impede a
entrada das células germinativas em meiose e garante a regressdo dos ductos de Miiller
através de secrecdao do hormdnio anti-milleriano (AMH). Além disso, o nimero de células de
Sertoli iréa determinar o numero de células germinativas que serdo suportadas na
espermatogénese e, portanto, a extensdo numérica da producdo de espermatozoides do
individuo adulto. Dessa forma, a célula de Sertoli exerce um papel central no desenvolvimento
de um testiculo funcional e, portanto, na expressdo de um fendtipo masculino (Sharpe et al.,
2003; Silverthorn, 2010).

Portanto, o desenvolvimento e a proliferacdo normais das células de Sertoli sdo
essenciais para uma funcao testicular adequada na vida adulta. A proliferacdo das células de
Sertoli, em ratos, ocorre durante o periodo fetal e pré-puberal, que dura até,
aproximadamente, os 15 dias de vida do animal (Steinberger e Steinberger, 1971; Sharpe et
al., 2003), esse periodo de proliferacdo varia de espécie para espécie (Figura 1.2) (Sharpe et
al., 2003).

Na puberdade, quando esses eventos ja ocorreram, o papel das células de Sertoli
muda e essas células passam a ser o principal componente estrutural dos tubulos seminiferos
tendo como fun¢do fundamental o suporte fisico e nutricional das células germinativas

(Griswold, 1998; Sharpe et al., 2003; Loss, Eloisa Silveira et al., 2007).
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Figura 1.2: Proliferacdo da célula de Sertoli em diferentes espécies (adaptado de Sharpe et al., 2003).

A célula de Sertoli desempenha um importante papel no desenvolvimento das células
germinativas e o exato mecanismo da proliferacdo e diferenciacdo dessas células ainda requer
maior elucidacdo (Nakayama et al., 1999). No entanto, sabe-se que diversos hormonios —

como FSH, LH, testosterona, insulina e IGF-I — estdo envolvidos nesse processo e que é
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necessario um controle hormonal hipofisario para que ele ocorra normalmente. A adeno-
hipdfise, por estimulo hipotalamico, produz o hormoénio foliculo estimulante (FSH) e o
hormonio luteinizante (LH). Esses hormonios atuam no processo da espermatogénese e na
producdo de esteroides, respectivamente (Vannelli et al., 1988; Gnessi et al., 1997; Griswold,
1998; Nakayama et al., 1999). A acdo hormonal do FSH e da testosterona promove as jungdes
ocludentes. A medida que os espermatdcitos vio amadurecendo e migrando em dire¢do ao
[imen do tubulo novas jungbes entre as células de Sertoli se desenvolvem enquanto que as
antigas se desfazem (Mruk e Cheng, 2004).

A formacdo dessas jung¢bes ocludentes determina uma relagdo paracrina entre a
célula de Sertoli e as células germinativas, nos diferentes estagios de seu desenvolvimento
(Jégou, 1993; Griswold, 1998). As células de Sertoli suprem as células germinativas com fatores
de crescimento, proteinas ligadoras (como proteinas ligadoras de androgénios e transferrina) e
garantem a principal fonte de energia de espermatdcitos e espermatides: o lactato. Dessa
forma, a célula de Sertoli promove o crescimento e a diferenciacdo das células germinativas
além de manter o micro ambiente tubular (Froment et al., 2007; Galardo et al., 2008). Sabe-se
qgue a insulina e os fatores de crescimento também possuem importante papel na
diferenciacdo gonadal e na espermatogénese, um exemplo da atuacdo desses hormonios estd
relacionado com a estimulagdo da producdo e secrecdo do lactato pela célula de Sertoli. (Oonk
e Grootegoed, 1988; Galardo et al., 2008).

Diversos mecanismos podem contribuir para o aumento da producdo e secrecdo de
lactato pela célula de Sertoli, um deles é o transporte da principal fonte de carbono para sua
producdo, a glicose (Galardo et al., 2008). O transporte de glicose através da membrana da
célula pode ser estimulado tanto por insulina como por IGF-I, através de seus receptores de
membrana e de acordo com a fase do desenvolvimento em que se encontra o testiculo (Oonk
e Grootegoed, 1988; Mclachlan et al., 2002). Galardo et al. (2008), demonstraram que
hormonios reconhecidamente indispensaveis ao desenvolvimento dos testiculos e das células
germinativas, como o FSH e fatores de crescimento, ao estimularem o desenvolvimento
testicular aumentam a captagao de glicose e a produ¢do de lactato por células de Sertoli em
cultura.

Os fatores de crescimento atuam através de ag¢des pardcrinas e autdcrinas,
influenciando também no desenvolvimento e na diferenciacdo gonadal. Entre os fatores de
crescimento envolvidos nestas agdes encontram-se o fator de crescimento epidermal (EGF), o
fator de crescimento tumoral (TGF-a) e o fator crescimento semelhante a insulina do tipo |

(IGF-1) (Mclachlan et al., 2002; Skinner e Griswold, 2005).
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1.3 FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA DO TIPO | (IGF-)

O IGF-l ou somatomedina é um peptideo mitogénico que atua como um regulador
positivo na proliferacdo e diferenciacdo celular. Primariamente produzido pelo figado, sob
controle do horménio do crescimento (GH), o IGF-I é secretado na circulacdo e transportado
por proteinas ligadoras de IGF (IGFBPs), sendo transportados até seus tecidos-alvos. Além
desta atuacdo endécrina, o IGF-I também pode atuar em diversos tecidos de forma autdcrina
ou pardcrina, podendo agir como regulador de crescimento (Froment et al., 2007). Nestes
casos o IGF-I pode ser produzido e secretado localmente. Esta a¢do localizada do IGF-I, bem
como o estimulo para sua producdo e de suas proteinas ligadoras, originou um conceito
chamado de sistema IGF (Ritzén, 1983; Khan et al., 2002). Em ambos os casos o IGF-l atua
através da sinalizacdo mediada por seu receptor de membrana (IGF-IR). O IGF-IR é um receptor
do tipo tirosina-cinase, o qual pertence a familia do receptor de insulina (RTK classe Il) (Figura
3), classe em que estdo classificados também o receptor de insulina (IR) e o IRR (insulin-
releated receptor) (Andersen et al., 1992; Fantl et al., 1993; Entingh-Pearsall e Kahn, 2004;
Gauguin et al., 2008).

As células de Sertoli tém um sistema autdcrino completo de IGF-I com a presenca de
IGF-I (secretado pela prépria célula por estimulacdo do FSH), de receptor de IGF-I (IGF-IR) e
ainda com a producdo de proteinas ligadoras de IGF, principalmente IGFBP3, que inibe os
efeitos de IGF-I exdgeno ao sistema tubular (Chatelain et al., 1991; Rappaport e Smith, 1995;
Nakayama et al., 1999; Khan et al., 2002). Dessa forma, a célula de Sertoli possui os
componentes necessarios para a sintese e a transdugdo de sinal do IGF-I, bem como para a
modulagdo desse sistema, que pode ser regulado pelo FSH (Nakayama et al., 1999; Khan et al.,
2002).

Diversos estudos sugerem que o IGF-I regula importantes fungdes testiculares como
a proliferagdao e sobrevivéncia das células germinativas, a produgdo de testosterona pelas
células de Leydig, e estimulam a atividade das células de Sertoli (Froment et al., 2007).

Em células de Sertoli, o IGF-I atua regulando seu crescimento, diferenciacao,
proliferagdo e suas diversas fun¢des de acordo com o estagio do desenvolvimento da célula. O
IGF-I é capaz de estimular o transporte de glicose e a producdo e secre¢do de lactato em
células de Sertoli em cultura, possivelmente contribuindo para o controle das ac¢des dessa
célula sobre a espermatogénese (Oonk e Grootegoed, 1988; Meroni et al., 2004).

Foi demonstrado por Jacobus et al. (2010), utilizando testiculos inteiros de ratos
imaturos, que o IGF-I estimula a captagdo de cdlcio — um importante ion envolvido com a

sinaliza¢do intracelular e diversos processos celulares. No mesmo estudo foi também descrita
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a acdo estimulante do IGF-I sobre o do transporte de aminoacidos, atuando provavelmente na
fase de proliferacao dessas células durante seu desenvolvimento.

Aparentemente as a¢des do IGF-I estdo intensificadas durante a fase de proliferacao
da célula de Sertoli (em ratos até os 15 dias de vida) e a medida que o desenvolvimento
progride a insulina atua com maior intensidade sobre os receptores tirosina-cinase dessas

células (Oonk e Grootegoed, 1988).

1.4 INSULINA

A insulina é um hormonio anabdlico produzido pelas células B pancreaticas e tem
fundamental importancia na regulacao de diversos processos biolégicos. Entre esses processos
podemos citar a manutencdo da homeostase da glicemia, o metabolismo lipidico e da glicose,
expressao génica, sintese proteica e o crescimento, a divisdo e a sobrevivéncia celulares
(Carvalheira et al., 2002; Jensen e De Meyts, 2009). Amplamente reconhecida por seu
importante papel no controle da glicemia, a insulina mantém a homeostase da glicose atuando
em diferentes alvos, como figado, musculos e tecido adiposo. Dessa forma este hormodnio
regula, por exemplo, a captacdo periférica da glicose sanguinea e a sua produgdo hepatica
(Carvalheira et al., 2002).

Além de seus efeitos amplamente difundidos sobre a regulacdo do metabolismo
energético, sabe-se que a insulina também exerce um papel fundamental na formacdo dos
testiculos, sendo seu receptor indispensavel para o surgimento das génadas e, portanto, para
a diferenciacdo sexual masculina (Nef et al., 2003; Kokk et al., 2005). Em células de Sertoli a
insulina é capaz de estimular o transporte de glicose e a produgdo e secre¢do de lactato,
contribuindo para a espermatogénese (Oonk et al., 1989).

Para desencadear seus efeitos nas diversas células a insulina atua através da liga¢do
com seu receptor de membrana (IR). O IR pertence a uma familia de receptores de fatores de
crescimento que tém atividade tirosina cinase intrinseca, na qual se incluem o IR e o IGF-IR.
Apds a ligagdo da insulina com seu receptor, o mesmo sofre autofosforilagdo em multiplos
residuos de tirosina. Isto resulta na ativacdo da cinase do receptor e consequente fosforilagao
em tirosina de uma familia de substratos do receptor de insulina (IRS). As vias de sinalizacdo
decorrentes da ligacdo da insulina com seu receptor sdao complexas e nos mostram a
diversidade de efeitos que esse hormonio pode gerar nas mais diferentes células do organismo
(Saltiel e Kahn, 2001; Carvalheira et al., 2002). Entre esses efeitos estdo incluidas a regulagdo
da diferenciacdo, crescimento, sobrevivéncia e metabolismo celular (Fantl et al., 1993;

Carvalheira et al., 2002; Kokk et al., 2005).
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Atualmente, dez substratos do receptor de insulina ja foram identificados. Quatro
desses pertencem a familia dos substratos do receptor de insulina, as proteinas IRS. Outros
substratos incluem Shc, Gab-1, p60dok, Cbl, JAK2 e APS. Experimentos com camundongos
knockout para IRS-1 e IRS-2 recentemente elucidaram suas fungdes fisioldgicas. O animal que
ndo expressa IRS-1 apresenta resisténcia a insulina e retardo no crescimento, porém sem
hiperglicemia. Jd4 aquele camundongo que ndo apresenta o IRS-2 possui hiperglicemia
acentuada com diversas anormalidades na a¢do da insulina nos tecidos periféricos e a faléncia
da atividade secretdria das células B acompanhada de redugdo significativa da massa de
células B pancredticas. Os fenétipos de camundongos que ndo expressam IRS-3 e IRS-4 ndo se
apresentam alterados (Carvalheira et al., 2002; Kokk et al., 2007; Belfiore et al., 2009).

Em testiculos de ratos, Kokk et al. (2007) demonstraram a presenca de IRS-1 e IRS-2.
Nas células de Sertoli foram detectados tanto IRS-1 como IRS-2. Possivelmente essas duas
proteinas estejam envolvidas no processo de transporte de glicose pela célula. Outros
hormoénios e citocinas, como o IGF-I, que utilizam os IRS, também poderiam valer-se da
presenca dessas proteinas para estimular o transporte de glicose (Kokk et al., 2007).

A falha na sinalizacdo da insulina ou a deficiéncia na sua producdo caracterizam os
dois tipos de uma doenca denominada Diabetes Mellitus (DM). Estudos demonstraram uma
reducdo acentuada da fecundidade em machos diabéticos, o que sugere fortemente que a DM
prejudica a fertilidade masculina (Agbaje et al., 2007). De fato, a DM pode afetar a funcdo
reprodutiva masculina seja devido a seus efeitos sobre o controle endécrino da
espermatogénese ou prejudicando a erecdo peniana e ejaculacdo (Agbaje et al., 2007). Foi
demonstrado por Ballester et al. (2004) uma reducdo marcante na fecundidade quando os
animais do sexo masculino sao diabéticos.

Os mecanismos que estdo envolvidos na diminui¢do da fertilidade ainda ndo estdo
claramente descritos. No entanto, Agbaje et al. (2007) mesmo ndo encontrando alteragbes em
parametros normais de avaliagdo do sémen, como o volume, observaram danos no DNA de
espermatozoides de homens diabéticos. Essa deficiéncia na produgao dos gametas poderia
comprometer a fertilidade masculina.

Dessa forma, fica claro que a insulina esta intimamente relacionada com a produgao
e o desenvolvimento espermatogénico, embora mais estudos sejam necessarios para
compreender o papel desempenhado por esse hormdnio na funcgdo testicular (Agbaje et al.,

2007).
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1.5 RECEPTORES TIROSINA-CINASE

Tanto insulina quanto IGF-I provocam diferentes respostas bioldgicas essenciais para
a regulacdo metabdlica normal e a estimulacdo do crescimento nas mais diferentes células do
corpo. Estes efeitos sdo mediados pela ligacdo e ativacdo de receptores especificos de
superficie celular. Os receptores de insulina e de IGF-| sdo glicoproteinas de membrana com
estrutura heterotetramérica, compostas por 2 subunidades a e 2 subunidades B ligadas por
pontes dissulfeto (Figura 3). Esses receptores sao ativados através da ligacdo do horménio com
seu sitio de ligacdo, desencadeando o acoplamento das subunidades por dimerizacdo e
clivagem proteolitica dos respectivos prorreceptores. A subunidade a é completamente
extracelular e contém o sitio de ligacdo para o ligante. Por outro lado, a subunidade B é
transmembrana e possui atividade tirosina cinase intrinseca (Figura 1.3). A atividade tirosina
cinase da subunidade B é inibida constantemente pela subunidade a. A ligacdo do horménio a
subunidade a permite que a subunidade B adquira sua atividade cinase, o que leva a alteracdo
conformacional e autofosforilagdo, iniciando a sinalizagdo intracelular (Molina et al., 2000;
Carvalheira et al., 2002; De Meyts e Whittaker, 2002). Essa organizacdo estrutural semelhante
dos receptores de insulina e IGF-I se reflete também no que diz respeito a sequéncia de
aminoacidos, sendo que sua similaridade global se aproxima de 50% (Andersen et al., 1992).
Assim como seus receptores, a Insulina e o IGF-I, também possuem sequéncias de
aminodcidos semelhantes. Dessa forma, ambos os hormdnios se ligam aos seus receptores
com alta afinidade. No entanto, tais similaridades permitem que cada hormdnio se ligue
fracamente ao receptor do outro, embora estudos de ligacdo por deslocamento indiqguem que
os dois receptores tém um sitio de ligagdo com caracteristicas comuns (Andersen et al., 1992).
Andersen et al. (1992), demonstraram que a substituicdo de 62 aminoacidos da
subunidade N-terminal do receptor do IGF-I (IGF-IR) com os 68 aminoacidos correspondentes
do receptor de insulina (IR) resulta em um receptor quimérico com um aumento de cerca de
200 vezes na afinidade para a insulina e apenas 5 vezes menor na afinidade para o IGF-1. Além
disso, o autor sugere que o receptor IGF-l possa possuir sequéncias de aminoacidos de forma
alternativa, que quando eliminadas possam permitir a liga¢cdo a insulina com maior afinidade.
Apesar dessa visivel semelhanca estrutural, IR e IGF-IR ndo sdo moléculas
funcionalmente redundantes. Suas diferentes fungdes ficam claras em estudos com
camundongos deficientes para um dos dois receptores. Camundongos sem IR nascem com
leve retardo de crescimento, desenvolvem rapidamente cetoacidose diabética e morrem
dentro de poucos dias apds o nascimento. Por outro lado, camundongos sem IGF-IR possuem

retardado severo de crescimento, apresentam anormalidades de crescimento e diferenciacdo
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que sdo dependentes do receptor e morrem logo apds o nascimento, provavelmente devido a
insuficiéncia respiratdria (Molina et al., 2000; Entingh-Pearsall e Kahn, 2004).

Especificamente sobre os testiculos, Nef et al. (2003) demonstraram que os
receptores da familia do receptor de insulina, incluindo IGF-IR e IR, sdo necessarios para o
aparecimento das génadas masculinas e, portanto, para a diferenciacdo sexual masculina.
Mesmo ratos que possuem cromossomos sexuais XY, se forem mutantes para esses
receptores, desenvolverdo ovarios e apresentardao um fendtipo completamente feminino.

Oonk e Grootegoed (1988) demostraram através de competi¢do entre insulina e IGF-I
pelos receptores tirosina-cinase em células de Sertoli, que o IGF-I tem afinidade muito maior
por esses receptores até os 21 dias de idade, reduzindo seu efeito posteriormente. Ao passo
gue a insulina atua com maior intensidade apds esta idade, assumindo as a¢des sobre esses
receptores. Os autores discutem que o nimero de receptores de IGF-I e insulina pode ser
regulado ao longo do desenvolvimento. Dessa forma, o IGF-I teria uma fungdao mais importante
gue a insulina no que diz respeito ao desenvolvimento dos testiculos e maturacdo das células
de Sertoli, enquanto a insulina atuaria com maior intensidade na célula madura auxiliando na

espermatogénese.
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Figura 1.3: Representacdo do Receptor Tirosina-
Cinase (adaptado de De Meyts e Whittaker, 2002).
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1.5.1 Andlogo Inativo do IGF-1 (JB1)

A substituicdo do dominio D da molécula de IGF-I (estrutura que contribui para
afinidade de ligacdo do IGF-l ao IGF-IR) produz o andlogo inativo JB1, o qual possui alta
afinidade pelo IGF-IR. O JB1 interage com o sitio de ligacdo do receptor para o fator de
crescimento e impede a ligagdo do IGF-1, porém ndo altera o status de fosforilagdo do receptor
(Figura 4) (Pietrzkowski et al., 1992).

Diversos estudos ja demonstraram a acdo do JB1 bloqueando os efeitos do IGF-I em
diferentes células. Foi demonstrado por Pietrzkowski et al. (1992) o efeito inibitério do JB1
sobre a estimulacdo do crescimento de células em cultura exercida pelo IGF-I. Malberg et al.
(2007) também demonstraram que a administracdo de JB1 inibe os efeitos semelhantes a
efeitos ansioliticos e antidepressivos do IGF-I em ratos.

Em testiculos de ratos, Jacobus et al. (2010) demonstraram que o JB1 inibe a
estimulacdo da captacdo de calcio e que o efeito despolarizante do IGF-I na membrana de
células de Sertoli também foi bloqueado pelo JB1.

Active Site Active Site
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Figura 1.4: Substituicdo no dominio D da molécula de IGF-I produz o analogo
inativo JB1 (Pietrzkowski et al., 1992).

1.6 CANAIS DE CALCIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM (VDCC)

Para se adaptar as mudangas ambientais as células necessitam de mecanismos de
sinalizagdo e comunicagdo. Essa sinalizacdo necessita de mensageiros que variam suas

concentragdes ao longo do tempo. Nesse contexto, o calcio se caracteriza como um dos



21

principais mediadores nos processos de sinalizacdo e comunicagao celular. Praticamente todas
as acoOes celulares desencadeadas por atividade eléctrica - como contracdo muscular, a
liberacdo de neurotransmissores ou a secre¢cdo de hormonios - dependem de um aumento na
concentracao intracelular de Ca® (Clapham, 2007; Pitt, 2007).

As funcdes de proteinas sdo governadas por sua forma e sua carga. A ligagdo do Ca**
nas mais diversas proteinas causa altera¢gdes em suas formas e cargas e, consequentemente,
em sua fungdo em dado momento (Clapham, 2007).

Para que haja o fluxo de calcio para dentro e para fora das células sdo necessarias
proteinas de membrana que formam poros e permitem o movimento dos ions, chamados
genericamente de canais de calcio. Em geral, o fluxo de célcio depende de canais de Ca®'
dependentes de voltagem (VDCC). Sua presenca é considerada uma das caracteristicas
principais de uma célula excitdvel e tendo uma visdo simplista de outros canais iénicos poderia
se afirmar que eles servem, principalmente, para regular o potencial de membrana da célula a
fim de controlar os VDCC (Pitt, 2007).

Os VDCC sao estruturas que formam canais na membrana plasmatica e medeiam a
entrada de Ca* para o interior da célula em resposta a despolarizacio da membrana. Diversos

processos intracelulares como contragdo, secre¢do, neurotransmissdo e expressdo génica nas

mais diferentes células sdo regulados pela acdo desses canais. Assim, a atividade dos VDCC é
essencial para a associagdo entre sinalizacdo elétrica e eventos fisioldgicos celulares (Catterall,
2000). Os VDCC pertencem a superfamilia de canais i6nicos proteicos transmembrana, na qual
estdo incluidos os canais de potdssio e de sédio dependentes de voltagem (Yu e Catterall,
2004).

A principal subunidade dos VDCC é chamada de subunidade al, e as subunidades
auxiliares sdo conhecidas como B, a2, 6 e y. Sendo que foram identificados, até agora, 10
genes para a subunidade al, 4 genes para a subunidade B, 4 genes para o complexo a2b e 8
genes para a subunidade y. A subunidade al é a maior delas, e nela estdo incluidos os
sensores de voltagem, o poro de condugdo iGnica e o componente de portdo do canal. Além
dos locais de regulacdo do canal, por drogas e toxinas. As subunidades auxiliares modulam as

propriedades do complexo canal, gerando a diversidade eletrofisioldgica e farmacoldgica, em

associacdo com a subunidade a1l (Figura 1.5) (Hofmann et al., 1999).
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Figura 1.5: Representacbes do Cavl e suas
subunidades (adaptado de Dolphin, 2006)

Desde os primeiros registros de correntes de Ca2+ em midcitos cardiacos, tornou-se
evidente a diversidade de tipos de canais de Ca2+. Foram entdo descritas diferentes
classificagGes: Farmacoldgica, Molecular e de acordo com o tipo de corrente (Catterall et al.,

2005).
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Figura 1.6: Classificagdo dos VDCC (Catterall et al., 2005)
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1.6.1 Canais de Calcio Dependentes de Voltagem do Tipo L

Os VDCC do tipo L foram originalmente caracterizados por sua sensibilidade a
dihidropiridina (DHP) e por apresentarem uma condutancia prolongada (long lasting) apés a
abertura do canal (Nowycky et al., 1985), compondo esta classe estdo quatro diferentes canais
(Cavl.1- Cav1.4) (Ertel et al., 2000).

Os canais de cdlcio dependentes de voltagem tipo L (Cavl.n) tem uma estrutura
homdloga aos demais VDCC. Entretanto, a composicao de suas subunidades varia de acordo
com o tecido e, consequentemente, varia sua funcdo. Por exemplo, Cavl.2 pode ser
coexpresso com varias subunidades B e a28, e estudos de coexpressdo heterdloga
demonstraram que as 4 subunidades B ja foram encontradas em associacdao com o VDCC, com
diferentes voltagens de inativacgdo e afinidades pelos antagonistas (Lacinova, 2005).

Como outros VDCC, canais Cavl tem uma subunidade al que determina as
propriedades fisioldégicas e farmacoldgicas destes canais. Esta subunidade associa-se as
subunidades auxiliares, as quais facilitam a localizacdo do canal na membrana plasmatica e
influenciam na ativacdo e inativacdo em relacdo a dependéncia de voltagem (Catterall, 2000).

Além da diversidade da composicdo das subunidades outros fatores podem
influenciar e modular a atividade do canal, como a presenca de determinados fosfolipidios e
modificagOes pds-translacionais (Kamp e Hell, 2000; Pitt, 2007). A atividade dos Cavl também
pode ser modificada por hormdnios, neurotransmissores e mediadores acoplados a GPCR
(Viard et al., 1999), sendo que ha relatos de que ambas as subunidades provenientes da
ativacdo do GPCR (Ga e GPy), através de diferentes efetores, podem exercer esta modulacdo
de Cavl (Callaghan et al., 2006). J4 foi demonstrado em células de Sertoli (Jacobus et al., 2010;
Loss, E. S. et al., 2011) que diversos horménios como FSH, IGF-I e testosterona estimulam o
influxo de cdlcio mediado por VDCC do tipo L.

O FSH gera um efeito eletrofisioldgico caracterizado por uma hiperpolarizagao inicial
seguida de uma despolariza¢do acentuada dependente do influxo de cdlcio, semelhante aquela
produzida pelo IGF-I. Jacobus et al. 2010, demostraram através do bloqueio dos receptores de
IGF-I, que apesar do FSH estimular a producdo e secre¢do deste fator de crescimento pelas
células de Sertoli de ratos imaturos, a acdo despolarizante do FSH ocorre de forma
independente do IGF-I. Portanto, ambos os horménios sdo capazes de regular a abertura e

fechamento dos VDCC do tipo L.
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1.7 TRANSPORTE DE AMINOACIDOS

O transporte de aminoacidos através das membranas plasmaticas de células de
mamiferos é um processo de fundamental importancia fisioldgica (Mcgivan e Pastor-Anglada,
1994). Para que o transporte de aminoacidos pela membrana seja realizado é necessdria a
presenca de proteinas transportadoras. Os transportadores de aminoacidos sdo um grupo de
proteinas de superficie celular que transportam diversos tipos de aminodcidos através da
membrana, favorecendo o fornecimento de substratos para a biossintese de proteinas e
metabolismo de precursores de neurotransmissores e hormdénios.
Dentre os diversos sistemas de proteinas transportadoras de aminodcidos, ha
caracteristicas comuns a todos os sistemas como a alta estereoseletividade, onde aminoacidos
levégiros (L-aminodcidos) sdo mais rapidamente transportados do que aminoacidos que
desviam a luz polarizada para a direita. Os sistemas de transporte de aminoacidos tem baixa
especificidade quando comparado com a maioria das enzimas, ou seja, em uma mesma célula
ha diferentes tipos de transportadores e cada um pode transportar varios aminodcidos, porém
com caracteristicas quimicas e estruturais comuns entre eles. A configuracdo da estrutura
guimica, bem como a caracteristica i6nica do aminodcido, sdo fatores que determinam o tipo
de transportador desta molécula, através da membrana (Mcgivan e Pastor-Anglada, 1994,
Jacobus et al., 2010).
Os transportadores dividem-se em duas categorias gerais: transporte do tipo
uniporte de aminodcidos e o transporte do tipo simporte acoplado ao Na*. Neste simporte, o
gradiente de Na’ determina o transporte de aminoécidos através da membrana. Ha quatro
principais sistemas de transporte de aminoacidos neutros (zwitteridnicos — com carga residual
igual a zero) em células mamiferas:
e Sistema ASC: transporta alanina, serina e cisteina, mas pode reconhecer outros
aminodacidos alifaticos, é dependente de cotransporte com Na* (Kilberg et al.,
1993).

e Sistema L: reconhece e transporta aminoacidos de cadeias ramificadas e
aminoacidos aromaticos, sendo independente de Na'. Além disto, ambos os
sistemas citados podem atuar como trocadores de aminodcidos (Mcgivan e
Pastor-Anglada, 1994).

e Sistema N: este medeia a capta¢do de glutamina, histidina e aspargina e também
é um trocador de préton, ion que atua no cotransporte com Na® (Kilberg et al.,

1993).
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e O sistema A, o qual transporta aminoacidos neutros de forma dependente de Na*,
particularmente alanina, serina e glutamina é muito similar ao sistema N (Reimer
et al., 2000).

Os sistemas A e N tém algumas caracteristicas particulares, sdo inibidos em pH baixo,
reconhecem aminoacidos N-metilados, como o aminodcido metil aminoisobutirico (MeAlIB),
um analogo ndo metabolizavel da alanina amplamente utilizado para o estudo destes sistemas
(Reimer et al., 2000; Baird et al., 2006). Estes dois sistemas tém suas atividades exercidas por
estruturas pertencentes a familia de proteinas transportadoras relacionadas ao gene SLC38.
Foram descritas trés diferentes isoformas para os transportadores do sistema A (SNAT1, 2 e 4),
e duas isoformas do sistema N (SNAT 3,5) (Baird et al., 2006). O sistema A apresenta uma
estequiometria de 1:1 em relacdo ao cotransporte com Na*, sendo a isoforma SNAT2 a mais
prevalente e responsavel por mediar respostas aos estimulos enddcrinos e nutricionais (Hyde
et al., 2007).

Varios hormonios sdo habeis na regulacdo do sistema A de transporte, como o FSH
nas células de Sertoli. Este hormo6nio modifica a velocidade da captagdo dos aminodcidos
neutros por esse transportador e gera alteracGes em sua expressdo génica (Wassermann et al.,
1992b). O transporte de aminodcidos neutros pelo Sistema A é estimulado por FSH em células
de Sertoli de ratos de 10, 12 e 15 dias de idade. A auséncia de Na" no meio de incubac3o inibe
a estimulagdo do FSH sobre esse transporte, embora a sintese de proteinas e a agdo FSH sobre
esse mecanismo esteja inalterado, o que demonstra que esse € um mecanismo dependente de
Na® (Da Cruz Curte e Wassermann, 1985). Da mesma forma que o estimulo proveniente do
FSH, ja foi demonstrado que outros horménios como IGF-I (Fang et al., 2006) e a Insulina (Hyde
et al., 2002) também estimulam o transporte de aminodacidos pelo sistema A em diferentes

tipos celulares.

1.8 TRANSPORTE DE GLICOSE E PRODUGAO DE LACTATO

A capacidade de transportar glicose através da membrana plasmatica é uma
caracteristica comum a quase todas as células, desde a bactéria mais simples até o neurénio
altamente especializado de mamiferos (Mueckler, 1994). O transporte de glicose através da
membrana celular das células de Sertoli é um evento importante para a producdo de lactato. O
lactato é o substrato energético preferencial para espermatdcitos e espermatides e sua
produgdo se configura como uma das mais importantes fung¢bes das células de Sertoli. Essa
produgdo parece ocorrer mesmo em condi¢des adversas e o transporte de glicose é uma das

varias etapas necessarias para que haja uma produc¢do adequada de lactato. O transporte
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passivo de glicose é mediado pelos transportadores de glicose (GLUTs), que podem ser
modulados por horménios. Até entdo ja foram identificados 14 genes que codificam diferentes
isoformas de GLUTs, sendo os transportadores denominados de GLUT1 a GLUT14. Essas
isoformas apresentam sequéncias similares, mas diferem em sua regulacio e em sua
distribuicdo pelos tecidos (Riera et al., 2009).

O GLUT1 parece ter a mais ampla distribuicdo das isoformas. A expressdo dessa
isoforma, em geral, é induzida por estimulos de crescimento. Uma consequéncia do aumento
da necessidade de energia e biossintese requeridas para o processo de divisdo celular. Foi
demonstrada que sua expressdao é alterada por diversos estimulos diferentes, entre eles
provenientes da acdo do IGF-l e da insulina. O GLUT3 é bastante expresso em células
parenquimais de cérebros adultos (Mueckler, 1994) e também células testiculares (Kokk et al.,
2007). Este transportador também aparenta ser regulado por hormonios. O GLUT4, apesar de
ser o mais sensivel a acdo da insulina, estd presente apenas em musculos e tecido adiposo que,
por esse motivo, sdo chamados de tecidos sensiveis a insulina (Mueckler, 1994).

Em células de Sertoli, foi descrita a expressao de trés isoformas de transportadores
de glicose, GLUT1, GLUT3 e GLUTS8 (Carosa et al., 2005; Kokk et al., 2007; Galardo et al., 2008;
Riera et al., 2009). Sendo que o GLUT8 ndo foi localizado na membrana plasmatica dessas
células, o que exclui a possibilidade desses transportadores participarem do transporte de
glicose do meio extracelular para o intracelular. Por outro lado, GLUT1 e GLUT3 ja foram
descritos na membrana plasmatica de células de Sertoli e, possivelmente, esses
transportadores estdo envolvidos com a incorporacdo de glicose por essas células (Riera et al.,
20009).

Varios autores (Oonk et al., 1989; Machado et al., 1991) ja descreveram o efeito
estimulante de diversos hormonios no transporte de glicose em vdrios tipos celulares. Oonk et
al. (1989) mostraram que o IGF-1 e insulina estimulam o transporte de glicose e a produgdo de
lactato em cultura de células de Sertoli. Também demonstraram que o FSH estimula a
produgdo de lactato, mas ndo tem nenhuma agdo sobre o transporte de hexose. Os autores
postularam que esse efeito do FSH deve envolver a estimulagdo da atividade de enzimas
glicoliticas sem alterar a atividade de GLUTSs.

Mullaney et al. (1994) demonstraram que a medida que a célula de Sertoli
amadurece o acumulo de lactato pela célula aumenta, chegando a quase 5 vezes em células de
Sertoli entre 10 e 20 dias de idade, e apenas um pequeno aumento é observado entre 20 e 35
dias de idade. Em todas as idades testadas o FSH e uma combinacao de FSH, Insulina, retinol e
testosterona (FIRT) aumentaram a producdo de lactato. Sendo que, novamente, a producdo

maxima encontrada foi nas células de 10 a 20 dias de idade.
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Os autores discutem que o aumento da producdo de lactato durante o
desenvolvimento da puberdade corresponde a sua importancia na manutencdo do
desenvolvimento de células germinativas. E, ainda, que a reducao ou perda da responsividade
da célula de Sertoli a hormoénios ao final do periodo pubere se deve ao fato da célula ter

atingido um estado ideal de diferenciacdo e um aumento basal de fung¢des especificas.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a a¢ao da Insulina e do IGF-I sobre marcadores da agdao hormonal em
testiculos de ratos imaturos e seus efeitos sobre o potencial de membrana da célula de Sertoli

de ratos de diferentes idades (12 a 15 e 30 dias de idade).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar e comparar as respostas eletrofisiolégicas da Insulina e do IGF-I sobre células
de Sertoli em tubulos seminiferos de ratos com 12 a 15 e 30 dias de idade.

- Verificar a captacdo [**C]MeAIB através do estimulo de insulina e IGF-I em testiculos
de ratos de 12 a 15 dias de idade.

- Verificar o transporte de *Ca®* através do estimulo de insulina e IGF-I em testiculos
de ratos de 12 a 15 dias de idade.

- Verificar o transporte de Deoxi-D-Glicose, 2-[**C(U)] através do estimulo de insulina
e do IGF-l em testiculos de ratos de 12 a 15 dias de idade.

- Observar a influéncia do bloqueador do receptor de IGF-I, JB1, sobre as acdes do

IGF-1 e da insulina.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos com idades de 12 a 15 ou 30 dias, provenientes
do Biotério (CREAL/UFRGS). Os ratos ficavam com as maes até o momento do experimento. No
biotério, as maes eram mantidas com no maximo 8 filhotes em gaiolas individuais onde
recebiam ra¢do Purina, Nutripal (Porto Alegre-RS) e agua “ad libitum”, com iluminacdo
controlada em ciclos de 12 horas (as luzes permaneceram acesas das 7hs as 19hs) e
temperatura em torno dos 22°C. O ambiente do laboratério também foi aclimatado em
temperatura em torno de 22°C. Os ratos foram mortos por deslocamento cervical
imediatamente antes do inicio do experimento. Os testiculos foram imediatamente removidos

do animal por incisdo abdominal, limpos e descapsulados.
3.1.2 Solugodes
3.1.2.1 Solug¢dao Tampao Krebs Ringer Bicarbonato

Foi utilizada solugcdo tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (KRb) como meio de
incubacdo, em todos os experimentos, preparado imediatamente antes da realizacdo dos
experimentos. Todos os reagentes eram de pureza “pré-analise” (P.A) da E. Merck (Darmstadt,

Alemanha). O preparo da solugdo foi feito a partir de solugdes estoques conforme tabela 1.

Tabela 1: Composicdo salina e concentragdes presentes nas solucdes estoque e final de KRb.

Concentragao das Concentracao Final da
Solugdes Estoque Solugao KRb
g/l M mM

NacCl

Cloreto de Sédio 180,00 3,08 146

KCl

Cloreto de Potassio S 02 Sl

KH,PO, L N 4,22 0,031 1,2

Fosfato de Potdssio monobasico

NaHCO, 54,60 0,65 25

Bicarbonato de Sodio
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MgS0,7H,0 7,64 0,031 1,2
Sulfato de magnésio
caCIz'ZHzo
Cloreto de Calcio e oL e
Glicose

25 0,14 55
C6H1206

Para o preparo do KRb, foram adicionados volumes iguais de cada solucdo estoque,
acrescentando-se por ultimo o sulfato de magnésio e o cloreto de calcio, nesta ordem. A
solucdo era entdo completada até seu volume final com agua destilada, para obterem-se as
concentragdes finais descritas na Tabela 1. A solugdo era gaseificada com carbogénio (0,:CO,,
95:5, v/v), até que se atingisse o pH de 7,4, monitorado em pHmetro. A solugdo assim obtida

era mantida em gelo durante a preparagdo do experimento.

3.1.2.2 Solucdo de Lantanio

Foi utilizada solugdo lantanio como forma de interromper o fluxo de cdlcio nos
experimentos de transporte de “°Ca**, preparado imediatamente antes da realizacdo dos
experimentos. Todos os reagentes eram de pureza “pré-analise” (P.A) da E. Merck (Darmstadt,
Alemanha), exceto o HEPES proveniente da Sigma-Aldrich (USA). O preparo da solugdo foi feito

momentos antes do experimento e mantido a 0°C até ser utilizado.

Tabela 2: Composic¢do salina presente na solugdo lantanio

Sais Peso

ng(:to de Sédio 1,862¢
glct:alreto de Potéssio 0,085¢g
(lzlllogrceltz de Magnésio 0,061 g
o
LaCl; 0,928 &

Cloreto de Lantanio

HEPES 0,595g
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3.1.3 Substancias Utilizadas

a) Isétopo radioativo de Calcio (**Ca®*): atividade especifica 1 mCi/mg, adquirido da
Du Pont — NEN Research Products. Em cada amostra foi adicionado 0,2 uCi/ml. A meia vida é
de 163 dias, e o decaimento era calculado a partir de uma tabela fornecida pela Du Pont-NEN
Research Products, em fun¢do da data de fabricac3o.

b) Acido a-metilaminoisobutirico [1-'*C] ([**C]MeAIB): analogo n3o metabolizavel da
alanina. Atividade especifica 50 mCi/mmol, adquirido da Du Pont-NEN Research Products. Em
cada amostra foi adicionado 0,2 pCi/ml.

c) Deoxy-D-glucose, 2-[1-*C] ([**C]2-DG): analogo n3o metabolizavel da glicose.
Atividade especifica 50 mCi/mmol adquirido da PerkinElmer NEN Radiochemicals. Em cada
amostra foi adicionado 0,15 pCi/ml.

d) Liquido de Cintilagdo: Optiphase Hisafe 3 (PerkinElmer Inc., USA). Foi utilizado
para a contagem da radioatividade das amostras.

e) Fator de Crescimento Semelhante a Insulina Tipo | (IGF-I): (Sigma-Aldrich, Inc-
USA). IGF-I recombinante, expresso em Escherichia coli. IGF-I foi diluido em agua ultrapura e
estéril produzindo uma solu¢do mde de 100 pg/ml, sendo aliquotados 20 pL por tubo e

congelado em freezer -20°C, até seu uso.

Figura 3.1: Estrutura cristalografica de IGF-I humano (fonte:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure).

f) Insulina: Foi utilizada insulina comercial injetavel regular, ampola com 10 Ul/ml de
insulina, em solugdo tamponada. Utilizou-se uma concentracdo final de 100 pM nos

experimentos.
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g) JB1 (Bachem) Analogo inativo de IGF-I: PM1249.52. Foi utilizada a dose de 1 pug/ml
para os experimentos. JB1 foi pesado em balanca analitica e diluido em KRb no momento do
experimento (Figura 1.4).

h) Verapamil: PM:491,08,(Valeronitrila,5-((3,4-Dimetoxifenetil)(Metilamino)-2-(3,4-
Dimetoxi-fenil)-2-Isopropil). Foi utilizado verapamil comercial injetavel, ampola com 2,5 mg/ml
de cloridrato de verapamil, em solugdo tamponada. Utilizou-se uma concentracao final de 100

KM nos experimentos.

CH; CHICHy),
CH;0 CH,CH,NCH,CH,CH,CCN
CH,0
VERAPAMIL OC[ 13
OCH,

Figura 3.2: Molécula de verapamil
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3.2 METODOS

3.2.1 Técnica Eletrofisioldgica de Registro Intracelular

3.2.1.1 Preparacao dos Tubulos Seminiferos

Apds serem descapsulados os testiculos foram cuidadosamente estirados em uma
camara de perfusdo com o auxilio de duas pingas de ponta fina, os tubulos seminiferos
expostos (5 a 10) foram presos no fundo da cdmara com o auxilio de uma grade produzida com
fio ortoddntico. A camara foi preenchida com 1 ml de KRb e levado para perfusdo. Os tubulos
foram perfundidos com o fluxo de 1 ml/min de KRb glicosado (5 mmol/l), a 36°C, pH 7,4,
equilibrado com 0,:CO, (95:5; v/v).

Figura 3.3: Camara de perfusdo com tubulos seminiferos fixados ao fundo

3.2.1.2 Registro intracelular

O potencial de membrana das células de Sertoli foi registrado com microeletrodos
preenchidos com KCl 3 M com uma resisténcia de 15 a 25 MQ. O microeletrodo foi conectado
a um amplificador intracelular (Intra 767, WPI Inc UK) e o sinal era monitorado por um
osciloscépio (Tektronix, 2 Channel Digital Oscilloscope TDS 210). Os tragados observados no

osciloscépio eram adquiridos e armazenados em computador de um programa de interface
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(Wavestar Lite Version 1.0.10). Pulsos quadrados de corrente (0,5 nA, 0,5 Hz e 200 ms) foram
aplicados através do eletrodo de registro por um estimulador de pulso de corrente (S48K
Astromed, Grass instruments) para avaliar a resisténcia da membrana. As substancias testadas
(IGF-I e insulina) foram aplicadas topicamente ao banho apds a estabilizacdo do potencial de
repouso da célula por pelo menos 2 minutos. Antagonistas ou bloqueadores (JB1 e verapamil)
foram aplicados 5 minutos antes do hormdnio por perfusdo na cdmara. Os registros da
variacdo do potencial de membrana e da resisténcia da membrana foram registrados com os
diferentes tratamentos. Cada tratamento foi repetido por no minimo de 5 vezes com

diferentes células de diferentes animais.

TUBULOS SEMINIFEROS IMATURQOS

MICROELETRODO

LA

M = -4420.5mV

s

1%

A
.L A
¢ ~ &
FATODE L3 DS DE DADM

M = §.320.7TM0

7 CELULAS GERMINATIVAS

10mV

10s

Figura 3.4: A. Representagdo esquematica da técnica eletrofisioldgica em tubulos
seminiferos com a média dos valores basais de potencial de membrana (PM) e resisténcia
da membrana (RM). B. representacdo de um registro de controle de uma célula com
potencial de membrana de -47 mV. Os tragos verticais correspondem a resisténcia da
membrana pela aplicagdo de pulsos de 0,5nA.
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3.2.2 Captagdo de **Ca**

Os testiculos foram removidos, limpos, pesados e descapsulados. As gonadas foram
colocadas em tubos controle e experimental, alternadamente esquerda e direita, contendo 1
ml de KRb (Krebs Ringer bicarbonato). A seguir, as gbnadas foram incubadas em um incubador
metabdlico Dubnoff, em temperatura de 34°C em ambiente gaseificado com carbogénio
(0,:C0O,, 95:5, v/v), para a manutencdo do pH. O periodo de pré-incubagéo era de 60 minutos
em 800 pl de KRb com **Ca®* (4,44 KBq/20 ng ou 0,2 pCi) para alcancar o equilibrio intra e
extracelular de *Ca®.

O periodo de incubac3o foi de 2 minutos a partir da aplicagdo de KRb com **Ca®* com
ou sem IGF-l ou Insulina. Quando aplicados bloqueadores (JB1 e verapamil) estes eram
adicionados a partir do inicio do periodo de pré-incubacdo. Para finalizar a incubacdo foi
adicionado a cada tubo, 1 ml de uma solugdo salina contendo cloreto de lantédnio (LaCls) (10
mM) a 0°C, interrompendo o fluxo de calcio na preparacdo (Batra e Sjogren, 1983). O
sobrenadante foi preservado, e os testiculos foram removidos para tubos com 1 ml de dgua

destilada e congelados.

3.2.3 Transporte de [*C]MeAIB

Os animais foram mortos e os testiculos imediatamente removidos por incisdo
abdominal, limpos, pesados e descapsulados. As gonadas foram colocadas em tubos controle e
experimental, alternadamente esquerda e direita, contendo 1 ml de KRb. A seguir, foram pré-
incubadas, por 30 minutos, em um incubador metabdlico Dubnoff, em temperatura de 34°C
em ambiente gaseificado com carbogénio (0,:CO,, 95:5, v/v), para a manutenc¢do do pH.

O periodo de incubag3o foi de 45 minutos na presenca de 0,2 uCi de [**C]MeAIB, com
ou sem IGF-1 ou insulina. Quando utilizado JB1 e verapamil, estes foram aplicados 10 minutos
antes e durante a incubacao.

No fim dos experimentos de transporte de aminodcidos, os testiculos foram
removidos de seu meio de incubagdo, o qual foi reservado, e o tecido foi congelado e

armazenado em tubos com 1 ml de dgua destilada.

3.2.4 Transporte de [**C]2-DG

Os testiculos foram colocados em tubos controle e experimental, alternadamente

esquerda e direita, contendo 1 ml de KRb (Krebs Ringer bicarbonato). Em seguida, foram pré-
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incubados por 30 minutos em um incubador metabdlico Dubnoff em temperatura de 34°C em
ambiente gaseificado com carbogénio (0,:CO,, 95:5, v/v), para a manutenc¢do do pH.

O periodo de incubacado foi de 120 minutos na presenca de 0,15 uCi de Deoxy-D-
glucose, 2-[1-*C], com ou sem IGF-I ou insulina. Quando utilizado JB1 e verapamil, foi realizada
a aplicacdo 10 minutos antes da incubacdo e durante ela.

No fim dos experimentos de transporte de glicose, os testiculos foram removidos de
seu meio de incubacgdo, o qual foi reservado, e o tecido foi congelado e armazenado em tubos

com 1 ml de agua destilada.

3.2.5 Processamento das Amostras

Ao final da incubacdo, os testiculos foram retirados do tampao, secos em papel filtro
umedecido com KRb para remover o excesso de aminodcido, glicose ou cdlcio radioativo
aderido a superficie externa da amostra e acondicionados em tubos de vidro com tampa rosca,
contendo 1 ml de dgua destilada. Esses tubos foram congelados a -20°C, durante 24 horas e
posteriormente fervidos por 10 minutos, para romper a membrana extracelular e obter o
equilibrio entre o liquido intracelular e a 4gua adicionada. Desse meio foram retiradas
aliquotas de 100 pul e colocados em 3 ml de liquido de cintilagdo. Essas amostras representam
o meio intracelular.

Do meio de incubacdo que permaneceu nos tubos de incubacdo, foram retiradas
também aliquotas de 100 pl e colocadas em 3 ml de liquido de cintilagdo. Essas amostras
representam o meio extracelular.

A radioatividade das amostras foi determinada em contas por minuto (cpm) em
espectrometro de cintilagdo LKB Rack Beta modelo 1215. Os resultados foram expressos pela
relagdo entre radioatividade do tecido (meio interno) e a radioatividade do meio de incubagdo
(meio externo): relacdo tecido/meio (T/M).

T/M=[(cpm interno x 1000)/peso do testiculo]/cpm externo para [**C]MEAIB e [**C]2-

. 2 . . . . .
D-Glicose e pmoles de **Ca”** por miligrama de tecido para o célcio radioativo.

3.2.6 Analise Estatistica

Nos experimentos de registro intracelular os tratamentos eram repetidos pelo menos
5 vezes. O numero de amostras por grupo era de no minimo 5 nos experimentos de transporte
de aminoéacidos, glicose e de captacdo de **Ca®, célculo amostral realizado com software

Winpepi versao 9, utilizando um poder amostral de 80% e um intervalo de confianga de 95%.
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Para a analise estatistica foram utilizados o Teste-t de Student para comparacdo entre dois
grupos ou ANOVA de uma ou duas vias, conforme o experimento, seguido do pds-teste de
Bonferroni. Foi utilizado o programa InStat, versdo 3.01, 32 bit para Windows®, da (GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, USA). Os testes especificos utilizados em cada experimento

estdo citados nos resultados. As diferengas foram consideradas significativas quando p<0.05.

3.2.7 Biosseguranga

Durante a execuc¢do dos experimentos, os pesquisadores envolvidos utilizaram luvas
de procedimento e jalecos como forma de protecdo individual. Quando necessdrio, foram
utilizados dculos de protecdao e mascaras cirurgicas para o caso de substancias que necessitam
de preparacao na capela de exaustao.

O descarte de residuos ndo-téxicos, como solucdes salinas que nao foram utilizadas,
foi feito em esgoto comum. Os residuos quimicos derivados dos experimentos foram
acondicionados em frascos para serem, posteriormente, encaminhados para o Centro de
Gestdo e Tratamento de residuos quimicos da UFRGS para o correto procedimento de
descarte. Os residuos radioativos foram encaminhados conforme as instrucées do Servico de
Protecdo Radiolégica da UFRGS. As carcagas dos animais e os demais residuos biolégicos foram

congelados e entregues ao Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS.

3.2.8 Consideragdes Eticas

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFRGS (CEUA/UFRGS) sob o nimero 18097.

Cada um dos procedimentos descritos neste projeto é classificado como leve,
conforme o Guia de Severidade de Procedimentos Cientificos (CEUA/UFRGS). Essa classificacdo
reflete o grau de dor, sofrimento, incbmodo ou prejuizo duradouro a ser experienciado pelo
animal durante a execuc¢do dos procedimentos. Uma vez que o animal é morto por
deslocamento cervical antes de se iniciar qualquer procedimento, entende-se que o grau de

sofrimento ao qual o animal é submetido é minimo.



4 RESULTADOS

4.1 AGAO ELETROFISIOLOGICA DO IGF-I SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DE CELULAS DE

SERTOLI DE RATOS DE 12 A 15 DIAS DE IDADE

O IGF-I aplicado nas células de Sertoli de ratos Wistar de 12 a 15 dias de idade

provocou a despolarizacdo do potencial de membrana de forma significativa aos 180 segundos

na dose de 100 ng/ml.
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Figura 4.1: Efeito do IGF-I (100 ng/ml) sobre o potencial de
membrana das células de Sertoli comparado ao potencial de
membrana basal. (ANOVA de duas vias, °p<0,05; n = 7).

4.2 EFEITO DO VERAPAMIL SOBRE A ACAO ELETROFISIOLOGICA DO IGF-I EM CELULAS DE

SERTOLI DE RATOS DE 12 A 15 DIAS DE IDADE

A perfusdo de verapamil 5 minutos antes da aplicagdo do IGF-I inibiu o efeito

despolarizante do fator de crescimento no potencial de membrana das células de Sertoli de

ratos Wistar de 12 a 15 dias de idade.
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Figura 4.2: Efeito do verapamil sobre a acdo do
IGF-1 (100 ng/ml) no potencial de membrana das
células de Sertoli comparado ao potencial de
membrana basal. (ANOVA de duas vias, “p<0,05;
n=7)
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4.3 EFEITO DO JB1 SOBRE A ACAO ELETROFISIOLOGICA DO IGF-I EM CELULAS DE SERTOLI DE
RATOS DE 12 A 15 DIAS DE IDADE

A acdo despolarizante do IGF-I no potencial de membrana das células de Sertoli de

ratos Wistar de 12 a 15 dias de idade foi parcialmente bloqueada pelo JB1.
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Figura 4.3: Efeito do JB1 sobre a agdo do IGF-I (100 ng/ml) no
potencial de membrana das células de Sertoli comparado ao
potencial de membrana basal. (ANOVA de duas vias, “p<0,05; n = 7)
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4.4 ACAO ELETROFISIOLOGICA DA INSULINA SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DE CELULAS
DE SERTOLI DE RATOS DE 12 A 15 DIAS DE IDADE

A insulina provocou uma despolariza¢cdo do potencial de membrana nas células de
Sertoli de ratos Wistar de 12 a 15 dias de idade, sendo significativo aos 60, 120 e 180 segundos

na dose de 100 nM. Nao foi observada alteracdo do potencial de membrana nas doses de 50

nM e 200 nM.
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Figura 4.4: Efeito da Insulina (100 nM) sobre o potencial de
membrana das células de Sertoli comparado ao potencial de
membrana basal. (ANOVA de duas vias, °p<0,05; bp<0,01; n==6)

4.5 EFEITO DO VERAPAMIL SOBRE A ACAO ELETROFISIOLOGICA DA INSULINA EM CELULAS DE
SERTOLI DE RATOS DE 12 A 15 DIAS DE IDADE

O efeito despolarizante da insulina no potencial de membrana das células de Sertoli

de ratos Wistar de 12 a 15 dias de idade foi completamente bloqueado pela ag¢do do

verapamil.
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T
0 30 60 120 180 ao potencial de membrana basal. (ANOVA
Tempo (seg) de duas vias, °p<0,05; °p<0,01; n = 6)
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4.6 EFEITO DO JB1 SOBRE A AGCAO ELETROFISIOLOGICA DA INSULINA EM CELULAS DE SERTOLI

DE RATOS DE 12 A 15 DIAS DE IDADE

A acdo despolarizante da insulina no potencial de membrana das células de Sertoli de

ratos Wistar de 12 a 15 dias de idade foi parcialmente bloqueada pelo JB1.

Potencial de Membrana

—=— Insulina (100 nM)
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Figura 4.6: Efeito do JB1 sobre a agdo da insulina (100 nM) no
potencial de membrana das células de Sertoli comparado ao
potencial de membrana basal. (ANOVA de duas vias, “p<0,05;

®p<0,01; n = 6)

Houve diferenca significativa entre a acdo da insulina com e sem a perfusdo com JB1

aos 180 segundos.
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Figura 4.7: Comparacado do efeito da insulina aos 180 segundos com
e sem a perfusdo com JB1. (Teste T de Student, °p<0,01; n = 6).
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4.7 ACAO ELETROFISIOLOGICA DO IGF-I EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS DE 30 DIAS DE

IDADE

O IGF-I ndo provocou uma despolarizacao significante do potencial de membrana de

células de Sertoli de ratos Wistar de 30 dias de idade.
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Figura 4.8: Acdo do IGF-I (100 ng/ml) no potencial de membrana
das células de Sertoli comparado ao potencial de membrana
basal. (ANOVA de duas vias, n = 7)

4.8 COMPARACAO DA ACAO ELETROFISIOLOGICA DO IGF-1 EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS

DE 12 A 15 E DE 30 DIAS DE IDADE

A despolarizagdo gerada pelo IGF-I sobre o potencial de membrana de ratos de 12 a

15 dias de idade foi mais intensa do aquela gerada nas células de Sertoli de ratos Wistar de 30

dias de idade.
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Figura 4.9: Comparac¢do da ac¢do do IGF-I sobre o potencial de
membrana de células de Sertoli de ratos de 12 a 15 e de 30 dias
de idade (ANOVA de duas vias, °p<0,05; h = 7)
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4.9 AGCAO ELETROFISIOLOGICA DA INSULINA EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS DE 30 DIAS DE
IDADE

A insulina provocou uma despolariza¢cdo do potencial de membrana nas células de
Sertoli de ratos Wistar de 30 dias de idade, sendo significativo aos 180 segundos na dose de

100 nM.
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Figura 4.10: Acdo da insulina (100 nM) sobre potencial de
membrana das células de Sertoli comparado ao potencial de
membrana basal. (ANOVA de duas vias, “p<0,05; n = 6)

4.10 COMPARAGCAO DA AGAO ELETROFISIOLOGICA DA INSULINA EM CELULAS DE SERTOLI DE
RATOS DE 12 A 15 E DE 30 DIAS DE IDADE

O efeito despolarizante apresentado pela insulina sobre a membrana de células de
Sertoli de ratos Wistar de 12 a 15 dias foi muito mais intenso do que aquela gerada em células

de Sertoli de ratos de 30 dias.
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4.11 EFEITO DO JB1 SOBRE A ACAO ELETROFISIOLOGICA DA INSULINA EM CELULAS DE SERTOLI
DE RATOS DE 30 DIAS DE IDADE

O efeito despolarizante da insulina nas células de Sertoli de ratos Wistar de 30 dias

de idade também foi bloqueado pela a¢do do JB1.
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Figura 4.12: Efeito do JB1 sobre a a¢do da insulina (100 nM) no
potencial de membrana das células de Sertoli comparado ao
potencial de membrana basal. (ANOVA de duas vias, °p<0,05; n =

6)

4.12 ACAO DO IGF-I SOBRE A CAPTACAO DE **CA** EM TESTICULOS INTEIROS

O IGF-I (100 ng/ml) estimulou a captagdo de “Ca** em testiculos inteiros de ratos

imaturos (12 a 15 dias de idade), resultando em valores estatisticamente significativos em

relagao ao controle. Essa estimulagdo foi parcialmente bloqueada pela agdo do JB1.

captagdo de **Ca®*
(pmoles **Ca’*Ig de tecido)

1000+
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B IGF-1 (100 ng/ml)
B JB1 (1 pg/ml)
B (GF-| + JB1

ab

Figura 4.13: Ac¢do do IGF-I (100 ng/ml)
sobre a captacdo de ®ca”* (pmoles de
*Cca’*/g de tecido) (ANOVA de duas vias
®p<0,01 comparado ao controle; bp<0,01
comparado ao grupo JB1; n=5)
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4.13 ACAO DA INSULINA SOBRE A CAPTACAO DE “*CA?* EM TESTICULOS INTEIROS

A insulina (100 nM) estimulou a captagdo de *Ca** em testiculos inteiros de ratos

imaturos (12 a 15 dias de idade), resultando em valores estatisticamente significativos em

relagdo ao controle. Essa estimula¢do foi completamente bloqueada pela a¢do do JB1.
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Figura 4.14: Acdo da Insulina (100 nM) sobre a captagdo de Bca®
(pmoles de 45Ca2+/g de tecido) (ANOVA de duas vias °p<0,05
comparado ao controle; bp<0,01 comparado ao grupo JBI;
“p<0,05 comparado ao grupo Insulina + JB1; n=15)

4.14 ACAO DO IGF-I SOBRE O TRANSPORTE DE [*“C]MeAIB EM TESTICULOS INTEIROS

O IGF-1 (100 ng/ml) estimulou o transporte de [**C]MeAIB em testiculos inteiros de

ratos imaturos (12 a 15 dias de idade), resultando em valores estatisticamente significativos

em relacdo ao controle. Essa estimulagdo foi parcialmente bloqueada pela acdo do JB1.

[“cIMeAIB (T/M)

1 Controle
C1IGF-I (100 ng/ml)
C1JB1 (1 pg/ml)
B |GF-| + JB1

ab

Figura 4.15: Ac¢do do IGF-I (100 ng/ml)
sobre o transporte de [14C]MeAIB (T/M).
(ANOVA de duas vias “p<0,05 comparado
ao controle; bp<0,01 comparado ao grupo
JB1; n=10)
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4.15 ACAO DA INSULINA SOBRE O TRANSPORTE DE [**C]MeAIB EM TESTICULOS INTEIROS

A insulina (100 nM) estimulou o transporte de [**C]MeAIB em testiculos inteiros de

ratos imaturos (12 a 15 dias de idade), resultando em valores estatisticamente significativos

em relacdo ao controle. Essa estimulagdo nao foi bloqueada pela acdo do JB1.
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Figura 4.16: Acdo do IGF-I (100ng/ml) sobre o transporte de
[*CIMeAIB (T/M).  (ANOVA °p<0,05 comparado ao controle;
I”p<0,01 comparado ao grupo JB1; ‘p<0,05 comparado ao
controle; dp<0,01 comparado ao grupo JB1; n=15)

4.16 ACAO DO IGF-I SOBRE O TRANSPORTE DE [*C]2-DG EM TESTICULOS INTEIROS

O IGF-I (100 ng/ml) estimulou o transporte de [“C]2-DG em testiculos inteiros de

ratos imaturos (12 a 15 dias de idade), resultando em valores estatisticamente significativos

em relagdo ao controle. Essa estimulagao nao foi bloqueada pela agdo do JB1.
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151
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5] Figura 4.17: Acdo do IGF-I (100 ng/ml) sobre
transporte de [MC]Z-DG. (ANOVA de duas vias
ap<0,01 comparado ao controle; bp<0,05
comparado ao grupo JB1; “p<0,05 comparado
0 ao grupo IGF-1+JB1; n =6)
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4.17 ACAO DA INSULINA SOBRE O TRANSPORTE DE [**C]2-DG EM TESTICULOS INTEIROS

A insulina (100 nM) estimulou o transporte de [**C]2-DG em testiculos inteiros de
ratos imaturos (12 a 15 dias de idade), resultando em valores estatisticamente significativos

em relacdo ao controle. Essa estimulagao foi parcialmente bloqueada pela agdo do JB1.
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Figura 4.18: Ac3o da insulina (100 nM) sobre transporte de [**C]2-
DG. (ANOVA de duas vias °p<0,05 comparado ao controle; bp<O,01

comparado ao grupo JB1; n = 10)



5 DISCUSSAO

Levando em consideracdo a complexidade estrutural dos testiculos, as caracteristicas
eletrofisioldgicas das células de Sertoli foram analisadas usando tubulos seminiferos inteiros
desprovidos de células de Leydig. Dessa forma, preservou-se a integridade funcional das
células tubulares bem como das jungdes comunicantes e de fatores pardcrinos, mantendo-se o
ambiente tubular tdo préximo quanto possivel das suas condicdes fisioldgicas (Loss, E. S. et al.,
2011).

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (Wassermann et al., 1992a) foi
descrito que a média do potencial de repouso de células de Sertoli em tubulos seminiferos de
ratos de 12 a 15 dias é de -44 mV % 0,5 (n = 48), com uma varia¢do de -35 mV a -60 mV.
Levando em conta esses resultados e a fim de eliminar possibilidades de erros devido a
populacdo heterogénea dos tubulos seminiferos, apenas as células com um potencial de
repouso mais negativo do que -35 mV foram incluidos nos experimentos eletrofisiolégicos. A
resisténcia da ponta utilizada (15-25 MQ) é apropriada para o empalamento preferencial de
células de tamanho similar as células de Sertoli. Esse diametro dificilmente permite o
empalamento de células menores, como células mioides peritubulares (Von Ledebur et al.,
2002).

Conforme descrito por Sharpe et al. (2003), a maturagdo das células de Sertoli
envolve a perda de sua capacidade proliferativa, a formagao de jungdes ocludentes entre as
células de Sertoli adjacentes e a expressdo de funcGes que ndo estdo presentes em células de
Sertoli imaturas. Em ratos, a proliferacdo das células de Sertoli cessa em torno dos 15 dias de
idade e a mudanca da célula de Sertoli de imatura para adulta ocorre durante a puberdade.
Assim, no presente trabalho foram utilizadas células de ratos com 12 a 15 dias de idade como
células imaturas e de ratos de 30 dias de idade como células maduras.

Foi demonstrado em estudos recentes que o FSH produz um efeito eletrofisioldgico
em células de Sertoli de ratos imaturos caracterizado por uma hiperpolarizacdo inicial seguida
de acentuada despolarizagdo (Jacobus et al., 2010; Loss, E. S. et al., 2011). O IGF-I, por sua vez,
produz rdpida despolarizagdo do potencial de membrana de células de Sertoli de ratos
imaturos. Uma vez que o FSH estimula a producdo e secrecao de IGF-I pelas células de Sertoli
de ratos imaturos (Khan et al., 2002), Jacobus et al. (2010) avaliaram a possibilidade da
despolariza¢do tardia gerada pela acdo do FSH ser devida a secre¢do e atuagdo autdcrina do
IGF-1.

Para tanto, os autores testaram os efeitos de um anticorpo anti-IGF-l e de um

analogo inativo do IGF-I, JB1, sobre os efeitos eletrofisioldgicos gerados pelo FSH e pelo IGF-I
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em células de Sertoli de ratos imaturos. Tanto o anticorpo quanto o analogo inativo do IGF-I
aboliram a despolarizacdo causada pela acao desse hormoénio. No entanto, ndo interferiram na
modificagdo tipica do potencial de membrana produzido pelo FSH, demonstrando que tanto os
efeitos de hiperpolarizagdo quanto os de despolarizagcdao do FSH ocorrem independentemente
da acdo do IGF-I (Loss, Eloisa Silveira et al., 2007; Jacobus et al., 2010).

Assim, neste trabalho procurou-se avaliar os efeitos do IGF-I sobre seu receptor
tirosina-cinase. Assim como da insulina que além de suas semelhancas estruturais com IGF-| é
um hormonio estreitamente relacionado com o metabolismo da glicose e que, provavelmente,
atua sobre a célula de Sertoli regulando o transporte de glicose e a producado de lactato (Oonk
et al., 1989; Andersen et al., 1992; Belfiore et al., 2009).

Dessa forma, os resultados obtidos nesse estudo demonstram que tanto o IGF-I
(Figura 4.1) quanto a insulina (Figura 4.4) produzem um efeito despolarizante sobre o
potencial de membrana de células de Sertoli de ratos de 12 a 15 dias. No entanto, apenas a
insulina desencadeou uma despolarizacdo significativa em ratos de 30 dias de idade (Figuras
4.8 € 4.10).

0O JB1 é um antagonista do IGF-I, o qual é altamente seletivo para o IGF-IR em relacao
ao receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo Il (IGF-1IR) (EImlinger et al.,
1998). Este bloqueador do receptor de IGF-I foi escolhido para investigar se os hormdnios
estudados desencadeavam suas ag¢oes pelo IGF-IR por conta de sua seletividade e por se ligar
ao receptor de forma a impedir a ligagdo do horménio ao seu sitio de ligacdo, porém
mantendo o estado de fosforilagdo da célula.

O efeito despolarizante produzido pela aplicacdo do IGF-I sobre células de Sertoli de
ratos de 12 a 15 dias foi parcialmente bloqueado pela perfusdo com JB1 (Figura 4.3). Este
resultado demonstra que o IGF-I pode atuar nessas células ndo apenas através do seu receptor
cognato, mas possivelmente através de outros receptores tirosina-cinase, tais como o IR e IGF-
IIR (Andersen et al., 1992).

Por outro lado, a a¢do despolarizante da insulina foi completamente bloqueada em
ratos de 12 a 15 dias de idade pela perfusdo com JB1 (Figuras 4.6 e 4.7). Este resultado mostra
que nesta fase do desenvolvimento a insulina provoca muitas das suas a¢des sobre as células
de Sertoli, provavelmente, através do receptor de IGF-I, especialmente aquelas que dependem
do influxo de calcio.

A despolarizacdo da membrana produzida por IGF-I e insulina foi bloqueada pelo
verapamil mostrando que estas respostas sdo dependentes de influxo de calcio através dos
canais de cdlcio dependentes de voltagem do tipo L (Figuras 4.2 e 4.5). Efeito este que ja havia

sido descrito para o IGF-1 por Jacobus et al. (2010). Ja foi demonstrado também que em células
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precursoras de oligodendrdécitos os receptores tirosina-cinase aumentam o influxo de calcio
induzido pela despolarizacdo da membrana das células (Paez et al., 2010).

Diversos dos efeitos bioldgicos causados pelo IGF-I em células de Sertoli dependem
da ativacdo da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) (Khan et al., 2002; Jacobus et al., 2010). Dessa
forma, o efeito despolarizante causado pelo IGF-I sobre a membrana de células de Sertoli
imaturas é provavelmente desencadeado através de um mecanismo dependente de célcio o
qual é mediado pela ativagdo do PI3K, uma vez que o efeito do IGF-l é bloqueado por
wortmannin (Jacobus et al., 2010). Assim como o IGF-I (Figura 4.13), a insulina também
produziu um aumento na captacdo de *Ca** em células de Sertoli imaturas e este efeito foi
blogqueado pelo JB1 (Figura 4.14), demonstrando mais uma vez que a insulina se utiliza do
receptor de IGF-I para estimular a captacdo de calcio.

De forma similar ao observado por Mullaney et al. (1994) sobre a produg¢do de
lactato, o qual afirma que a responsividade da célula de Sertoli a hormonios diminui ao longo
do desenvolvimento, a resposta despolarizante causada pela aplicacdo tépica tanto de IGF-I
como de insulina foi mais intensa em células de Sertoli de ratos de 12 a 15 dias de idade do
qgue em células de ratos de 30 dias de idade (Figuras 4.8 e 4.10). Demonstrando, assim, uma
alteracdo no padrdo de resposta dessas células aos hormoOnios a medida que o
desenvolvimento testicular avanga. O IGF-I ndo apresentou uma resposta despolarizante
significativa em células de Sertoli de ratos de 30 dias de idade (Figuras 4.8 e 4.9). Por outro
lado, a insulina mostrou um efeito despolarizante significativo sobre o potencial de membrana
dessas células (Figuras 4.10 e 4.12), no entanto, este efeito curiosamente foi bloqueado pela
acdo do JB1 (Figura 4.11).

De acordo com Oonk e Grootegoed (1988), em células de Sertoli de ratos imaturos
existe uma elevada afinidade do IGF-I pelos receptores tirosina-cinase e esta afinidade diminui
ao longo do desenvolvimento. Eles também descreveram que a insulina tem uma menor
afinidade para estes receptores em ratos imaturos e aumenta a sua afinidade com a
maturagao da célula. Os resultados deste trabalho mostram que, nos parametros estudados, o
IGF-I atua com menor intensidade sobre os receptores da familia do receptor de insulina
expressos em células de Sertoli de ratos de 30 dias de idade do que em células de ratos de 12 a
15 dias de idade (Figura 4.9), enquanto a insulina mantém sua afinidade durante o
desenvolvimento das células de Sertoli e permanece atuando através do IGF-IR (Figura 4.11).

Em relacdo ao transporte de [*C]MeAIB, Jacobus et al. (2010) descreveram que de
forma similar ao que ocorreu com o efeito despolarizante do IGF-I e do FSH, o anticorpo anti-
IGF-1 inibiu a estimulacdo do transporte de [**C]MeAIB causado pelo IGF-l em todas as

concentragdes testadas, mas ndo inibiu a atividade do FSH. Portanto, mostrando que o efeito
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estimulante de ambos os horménios no transporte de [**C]MeAIB ocorre de forma
independente.

Neste estudo, o efeito estimulante do IGF-I sobre o transporte de [**C]MeAIB foi
parcialmente bloqueado pelo JB1 em ratos de 12 a 15 dias de idade (Figura 4.15). Enquanto o
efeito estimulante da insulina ndo teve qualquer alteracdo apds a incubagdo com JB1 (Figura
4.16). Isso demonstra que sobre esse parametro especificamente a insulina ndo age sobre o
receptor de IGF-I enquanto o IGF-I possivelmente deva se utilizar de outros receptores
tirosina-cinase para estimular o transporte de aminodcido, como o IR. Sabe-se que o FSH
estimula a sintese e secre¢do de IGF-I pelas células de Sertoli que, por sua vez, atua de maneira
autdcrina nestas células. Este sistema autdcrino de IGF-I presente nas células de Sertoli é mais
evidente em ratos pré-puberes (Khan et al., 2002; Meroni et al., 2004). Estes resultados
suportam a hipdtese de Oonk e Grootegoed (1988) de que o IGF-I deve possuir um papel mais
importante em células de Sertoli imaturas que ainda estdo em processo de proliferacao,
enguanto que insulina tem uma ac¢do mais intensa apds a maturacao destas células, regulando
a espermatogénese através do controle do transporte de glicose, por exemplo.

Uma vez que o lactato é o substrato energético preferencial de espermatdcitos e
espermatides, a sua producdo se configura como uma das mais importantes funcbes das
células de Sertoli. Essa producdo parece ocorrer mesmo em condicGes adversas. Varias etapas
sdo necessarias para que se tenha uma produc¢do adequada de lactato e o transporte glicose
através da membrana celular é um evento importante para todo esse processo (Riera et al.,
2009).

O transporte de glicose passivo é mediado pelos transportadores de glicose (GLUTSs),
os quais podem ser regulados por hormonios (Riera et al., 2009). Em células de Sertoli, foi
descrita a expressao de trés isoformas de transportadores de glicose: GLUT1, GLUT3 e GLUTS8
(Carosa et al., 2005; Kokk et al., 2007; Galardo et al., 2008; Riera et al., 2009). Oonk et al.
(1989) mostraram que o IGF-I e a insulina estimulam o transporte de glicose e a produgdo de
lactato em cultura de células de Sertoli. O FSH apesar de estimular a produc¢do de lactato ndo
apresentou nenhuma agao sobre o transporte de hexoses. Os autores postularam que esse
efeito do FSH envolve principalmente a estimulagdo da atividade de enzimas glicoliticas e nao
a atividade dos GLUTSs.

Tanto GLUT1 quanto GLUT3 podem estar envolvidos nesse processo de transporte de
glicose para o interior das células de Sertoli, uma vez que esses transportadores foram
localizados na membrana plasmatica basal das células de Sertoli. No entanto, o GLUT8 nao foi
localizado na membrana plasmatica o que exclui a possibilidade desse transportador de estar

envolvido nesse processo (Carosa et al., 2005; Galardo et al., 2008).
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Os resultados descritos neste trabalho em relacdo ao transporte de glicose
mostraram que tanto IGF-I (Figura 4.17) quanto a insulina (Figura 4.18) estimulam o transporte
de glicose em células de Sertoli de ratos de 12 a 15 dias de idade. A estimulagao do transporte
de glicose pelo IGF-I foi completamente bloqueada quando o tecido foi incubado com JB1
(Figura 4.17). Curiosamente, o efeito da insulina sobre o transporte de glicose foi parcialmente
bloqueado pelo JB1 (Figura 4.18). Aparentemente, estes dados sugerem que nestas células,
enquanto que o IGF-I atua através da ligacdo ao seu préprio receptor, a insulina pode
estimular o transporte de glicose ndo apenas através do seu receptor cognato, mas também
pelo receptor de IGF-I. Possivelmente a capacidade da insulina em estimular o transporte de
glicose através do IGF-IR possa ser uma via alternativa para garantir o transporte de glicose
para a producdo de lactato pela célula de Sertoli mesmo em condi¢cbes em que a sinalizacao
mediada pelo IR esteja comprometida (Riera et al., 2009).

Além da similaridade estrutural do IGF-I e da insulina e da capacidade deles se
ligarem a ambos os receptores, IR e IGF-IR ativam diversas vias de sinalizagdo intracelular
idénticas. Dessa forma, a separacdao dos efeitos de cada hormoénio fica ainda mais dificil
quando sdo estudados em células que expressam tanto IR quanto IGF-R (Khan et al., 2002;
Entingh-Pearsall e Kahn, 2004). A elevada homologia destes dois hormdnios e seus receptores
pode ser uma explicacdo para os resultados descritos. Uma vez que, apesar das suas
semelhancas estruturais, IR e IGF-IR ndo sdo moléculas funcionalmente redundantes, como
pode ser observado pelos fendtipos diferentes de ratos deficientes para IR e IGF-IR (Khan et
al., 2002; Entingh-Pearsall e Kahn, 2004; Belfiore et al., 2009). No entanto, Oonk e Grootegoed
(1988) discutem que o numero de receptores de IGF-I e de insulina em testiculos pode ser
regulado ao longo do desenvolvimento, o que alteraria a afinidade desses hormonios para este
tecido e, consequentemente, os efeitos destes hormdnios em um periodo especifico do

desenvolvimento.



6 CONCLUSAO

Tanto o IGF-I quanto a insulina produzem um efeito despolarizante sobre a
membrana de células de Sertoli de tubulos seminiferos inteiros. Ambos os hormdnios também
aumentaram a captacdo de “*Ca’* e o transporte de [**C]MeAIB e [**C]2-DG em testiculos
inteiros durante a fase proliferativa das células de Sertoli.

Ficou evidente que o IGF-I perde afinidade ao longo do desenvolvimento das células
de Sertoli, uma vez que a intensidade da despolarizacdo gerada por esse horménio diminuiu
consideravelmente das células imaturas para as células maduras.

Finalmente, ficou claro frente aos dados apresentados que a ativacdo das vias de
sinalizagdo envolvidas nas a¢Ges de IGF-I e insulina dependem da presenca dos receptores de
ambos os hormo6nios na membrana celular de células de Sertoli para que eles sejam capazes

de interferir nos processos metabdlicos e funcionais dessas células.
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