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FIGURA 4.7: (A) REGISTRO ELETROFISIOLÓGICO DA RESPOSTA DE FSH SOBRE O POTENCIAL DE 

MEMBRANA DAS CÉLULAS DE SERTOLI APÓS 3 HORAS DE INCUBAÇÃO EM KRB-RINGER COM GLICOSE 

3MM E (B) APÓS TRATAMENTO COM PTX (1µG/ML). PTX BLOQUEOU A DESPOLARIZAÇÃO PRODUZIDA 

POR FSH EM CÉLULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS (15 DIAS DE IDADE). 

FIGURA 4.8: (A) O ESTÍMULO DE FSH SOBRE A CAPTAÇÃO DE 
45

CA
2+

 (PMOLES  
45

CA
2+

/G DE 

TESTÍCULO) FOI INIBIDO POR WORTMANNIN (100NM), EM TESTÍCULOS INTEIROS. (B) INIBIÇÃO DO 

ESTÍMULO DE FSH SOBRE O TRANSPORTE DE [
14

C] MEAIB (RELAÇÃO TECIDO/MEIO-T/M) POR 

WORTMANNIN (100NM), EM TESTÍCULOS INTEIROS. 

FIGURA 4.9: (A) WORTMANNIN (100NM), APLICADO TOPICAMENTE 2 MINUTOS ANTES DA APLICAÇÃO 

TÓPICA DE FSH (4MU), INIBIU A RESPOSTA ELETROFISIOLÓGICA DE FSH SOBRE O PM DAS CÉLULAS 
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DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS (15 DIAS). (B) AÇÃO DE WORTMANNIN (100NM) SOBRE O PM DE 

CÉLULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS. 

FIGURA 4.10: AÇÃO DE IGF-I SOBRE A CAPTAÇÃO DE  
45

CA
2+

 (PMOLES DE 
45

CA
2+

/G DE TESTÍCULO) EM 

TESTÍCULOS INTEIROS. 

FIGURA 4.11: AÇÃO DE IGF-I SOBRE A CAPTAÇÃO DE [
14

C] MEAIB COM  5, 10, 25,50, 100NG/ML. 

FIGURA 4.12: AÇÃO ELETROFISIOLÓGICA DE IGF-I (25NG/ML) SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA 

DAS CÉLULAS DE SERTOLI. 

FIGURA 4.13: AÇÃO DE JB1 SOBRE A CAPTAÇÃO DE 
45

CA
2+

 (PMOLES DE 
45

CA
2+

/G DE TESTÍCULO) 

ESTIMULADA POR FSH E IGF-I. 

FIGURA 4.14: AÇÃO DE FORSCOLINA (0,1µM) SOBRE A CAPTAÇÃO DE 
45

CA
2+

 EM TESTÍCULOS 

INTEIROS. 

FIGURA 4.15: REGISTRO ELETROFISIOLÓGICO DA AÇÃO DE FORSCOLINA SOBRE O PM DAS CÉLULAS 

DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS. 

FIGURA 4.16: RESPOSTA ELETROFISIOLÓGICA DE FSH SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA (PM) DE 

CÉLULAS DE SERTOLI DE RATOS COM DIFERENTES IDADES. 

FIGURA 4.17: REGISTRO ELETROFISIOLÓGICO DEMONSTRANDO A DESSENSIBILIZAÇÃO ESTIMULADA 

PELA APLICAÇÃO DE FSH EM INTERVALOS DE TEMPOS DETERMINADOS. 

FIGURA 5.1: GRÁFICOS COMPARATIVOS DA AÇÃO DE FSH E AMPC SOBRE A CAPTAÇÃO DE 

[
14

C]MEAIB (A) E SÍNTESE PROTÉICA EM RATOS IMATUROS(B). FSH ESTIMULA A CAPTAÇÃO DE 

[
14

C]MEAIB INDEPENDENTE DA AÇÃO DE AMPC. 

FIGURA 5.2: PAPEL DA PROTEÍNA G MEDIANDO FUNÇÕES ATRAVÉS DE RECEPTORES ADRENÉRGICOS E 

MUSCARÍNICOS COM A PRESENÇA DE SUBUNIDADES DIVERSAS DE PROTEÍNA G (GI E GS). GERANDO 

MÚLTIPLAS AÇÕES A PARTIR DA LIGAÇÃO DO AGONISTA. 

FIGURA 5.3: (A) AUMENTO DA FASE DESPOLARIZANTE DA RESPOSTA ELETROFISIOLÓGICA DE FSH , 

NA PRESENÇA DE MEAIB. (WASSERMANN ET AL, 1992A); (B) PERFIL DA AÇÃO DE FSH SOBRE O 

TRANSPORTE DE [
14

C]MEAIB EM DIFERENTES IDADES. 

FIGURA 6.1: ESQUEMA HIPOTÉTICO DA SINALIZAÇÃO DO FSH E IGF-I NAS CÉLULAS DE SERTOLI DE 

RATOS IMATUROS, INDICANDO OS LOCAIS DE BLOQUEIOS FARMACOLÓGICOS, BEM COMO OS 

BLOQUEADORES UTILIZADOS PARA MODULAR AS AÇÕES DE FSH E IGF-I EM CÉLULAS DE SERTOLI DE 

RATOS IMATUROS. 

FIGURA IA: AÇÃO DA NIMODIPINA (1µM) SOBRE O TRANSPORTE DE [
14

C]MEAIB (RELAÇÃO 

TECIDO/MEIO-T/M) ESTIMULADO POR FSH (4MU/ML). 

FIGURA IIA: AÇÃO DA NIMODIPINA (100µM E 5µM) SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DA CÉLULA 

DE SERTOLI E MODULANDO A RESPOSTA DE FSH (4MU/2µL). 

FIGURA IIIA: AÇÃO DE THYRPHOSTIN AG1024 SOBRE A AÇÃO DE FSH (4MU/ML NO TRANSPORTE DE 

[
14

C]MEAIB (RELAÇÃO TECIDO/MEIO-T/M). 

FIGURA IVA: AÇÃO DE SQ 22536 (100µM) SOBRE O TRANSPORTE DE [
14

C]MEAIB E SOBRE A 

CAPTAÇÃO DE  
45

CA
2+

 ,NA PRESENÇA E AUSÊNCIA DE FSH (4MU/ML). 

TABELA 3.1 COMPOSIÇÃO SALINA E CONCENTRAÇÕES PRESENTES NAS SOLUÇÕES ESTOQUE DE KRB E 

NA SOLUÇÃO FINAL.  
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TABELA 5.1: FÓRMULAS ESTRUTURAIS DE GENISTEÍNA, TYRPHOSTIN AG1024 E TYRPHOSTIN 

AG1478. 
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RESUMO 

 

O hormônio folículo estimulante (FSH) desempenha um papel central no desenvolvimento da 

célula de Sertoli até a puberdade, e na sinalização desta célula em relação à série 

espermatogênica, após a puberdade. Na fase proliferativa, FSH atua estimulando a captação 

de Ca
2+

 e o transporte de aminoácidos neutros nas células de Sertoli, além de ativar a via 

adenilil ciclase-AMPc. Neste período, que em ratos compreende do 5º dia ao 25º após o 

nascimento, FSH atua aumentando o número e o tamanho das células de Sertoli, sendo esta 

ação fundamental para que se processe uma espermatogênese normal no indivíduo adulto. A 

sinalização estimulada por FSH nestas células varia com idade, reduzindo seu estímulo sobre 

o transporte de Aminoácidos neutros (via sistema A) no período pós- púbere. Adicionalmente, 

FSH estimula uma resposta eletrofisiológica bifásica, representada por uma hiperpolarização 

rápida, seguida de uma despolarização prolongada. O objetivo desta tese foi analisar o 

envolvimento de vias sinalizadas pela gonadotrofina na fase pré-puberal da célula de Sertoli 

de ratos. Para tanto, foram utilizadas as técnicas de captação de 
45

Ca
2+

, de transporte de 

[
14

C]MeAIB e de registro eletrofisiológico intracelular, para a verificação da ação do FSH 

através de proteína Gs e proteína Gi, bem como de suas vias subseqüentes. Foi observado que 

FSH estimula a captação de 
45

Ca
2+

 e o transporte de [
14

C]MeAIB via proteína Gi, ação esta 

independente do aumento de AMPc, pois foram bloqueadas por Toxina Pertussis (PTX) e não 

foram mimetizadas por forscolina. Da mesma forma, a despolarização estimulada por FSH foi 

inibida por PTX. Subseqüente a ativação de Gi, PI3K é estimulada por FSH, em células de 

Sertoli imaturas. Esta via foi bloqueada por wortmannin, o que inibiu a ação de FSH nos 

parâmetros analisados. Também foi estudada a ação de IGF-I sobre a captação de 
45

Ca
2+

, 

sobre o transporte de [
14

C]MeAIB e foi observada sua resposta eletrofisiológica. Verificou-se 

ação de IGF-I nos transportes de 
45

Ca
2+

 e [
14

C]MeAIB de maneira significativa, e observou-se 

uma despolarização como resposta eletrofisiológica à sua aplicação tópica, em células de 

Sertoli de ratos imaturos.Sabe-se que FSH e IGF-I agem de maneira sinérgica no 

desenvolvimento das células de Sertoli, e que FSH estimula a síntese e a secreção de IGF-I, 

nestas células durante o período pré-púbere. Então foi verificada se a ação de FSH ocorre via 

IGF-I ou através de mecanismos paralelos. Para esta verificação utilizou-se o bloqueador de 

receptor de IGF-I, JB1, o qual bloqueia o acesso do fator de crescimento ao seu receptor 

tirosina cinase. Como resultado foi observado que o bloqueador JB1, inibe as ações 

estimuladas por IGF-I, entretanto sem alterar a resposta de FSH sobre os parâmetros 



20 
 

analisados. E com o intuito de verificar o envolvimento de Cav1 (canais de cálcio dependentes 

de voltagem do tipo L), foi utilizado verapamil, o qual bloqueou a ação de FSH sobre a 

captação de 
45

Ca
2+

. A partir destes resultados, é possível sugerir que FSH estimula a captação 

de 
45

Ca
2+

, o transporte de [
14

C]MeAIB, bem como apresenta uma resposta eletrofisiológica 

vinculada a via GPCR/Gi/Gβγ/PI3K/Akt-PKB/Cav1, em células de Sertoli de ratos imaturos 

durante sua fase proliferativa. 
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ABSTRACT 

FSH plays a central role on Sertoli cell proliferation in development during puberty, and after 

this period is related to spermatogenic progression. FSH increase Sertoli cells number and 

size from the 5º to 15º day after birth, in the same period the FSH strongly stimulates neutral 

amino acid transport, also, FSH plays a biphasic electrophysiology response characterized by 

a rapid hyperpolarization following to a prolonged depolarizing. The aim of this work was 

study the pathways stimulated by FSH in Sertoli cells of rats during the pre pubertal phase. As 

markers we use 
45

Ca
2+

 uptake, [
14

C]MeAIB transport and the membrane potential (MP) to 

verify the action of FSH on Gi and Gs protein pathways. It was observed that FSH enhanced 

45
Ca

2+
 uptake through Gi protein pathway, independently of cAMP, this action was bloked by 

PTX (250ng/mL) independent of adenil ciclase action. Also 
45

Ca
2+

 uptake, [
14

C]MeAIB 

transport and MP response were blocked by wortmannin (100nM). The action IGF-1 in these 

parameters was also analyzed, the growth factor stimulates 
45

Ca
2+

 uptake and [
14

C]MeAIB 

transport and induce a prolonged depolarization on the MP. The use of an inactive analog of 

the IGF-1(JB1 1µg/ml) blocked the IGF-1 action but not the effects of FSH. The utilization of 

Verapamil (100 µM) blocker of the Cav1
 
(L type VDCC) inhibited the stimulation of FSH on 

45
Ca

2+
 uptake and [

14
C]MeAIB transport. These results suggest that the FSH action during 

proliferative stage of Sertoli cells on 
45

Ca
2+

 uptake, [
14

C]MeAIB transport and MP 

modification related to the GPCR/Gi/Gβγ/PI3K/Akt-PKB/Cav1
 
pathway. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO: TESTÍCULOS 

 

Os testículos são órgãos pareados, ovóides, encapsulados por uma forte membrana 

fibrosa chamada túnica vaginallis (túnica albugínea). Desenvolvem-se dentro da cavidade 

abdominal e, no homem, migram um pouco antes do nascimento do seu local de origem para 

o escroto. O mesênquima testicular pode ser grosseiramente dividido em dois compartimentos 

principais: o espaço intersticial e os túbulos seminíferos. O espaço intersticial contém células 

de Leydig, macrófagos, vasos sangüíneos e fluido linfático. A parede externa dos túbulos 

seminíferos é formada por células mióides peritubulares e células endoteliais. A lâmina basal 

(ou membrana basal) cobre a parede externa do túbulo. Sobre a membrana basal situam-se 

células germinativas tronco (espermatogônias) e as células de Sertoli. Extensões 

citoplasmáticas das células de Sertoli formam uma matriz estrutural altamente organizada 

dentro da qual a espermatogônia se desenvolve em espermatozóide maduro (SKINNER, 

1991).  
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FIGURA 1.1: Representação artística do testículo de rato e humano. O testículo de ambos, rato 

e humano, consiste de uma túnica albugínea fibrosa, que encapsula um grande número de 

túbulos seminíferos. O testículo humano é divido em lóbulos, por numerosas partições 

fibrosas dentro do testículo. Estas partições estão ausentes no testículo de rato. (VAN 

ROIJEN, 1999). 

 

1.1.1. TÚBULOS SEMINÍFEROS 

 

Os túbulos seminíferos foram descritos por Regaud em 1901, como sendo 

circunscritos por uma camada poligonal de células achatadas. No primeiro estudo publicado, 

utilizando microscopia eletrônica, neste tecido, Clermont (1958) achou uma camada de 

células contráteis entre duas lamelas de carboidratos, rica em material amorfo associado a 

fibrilas de colágeno. Em 1969 foi introduzido o termo “célula mióide” para enfatizar a 

ultraestrutura similar entre as células peritubulares contráteis e as células de musculatura lisa. 

As células mióides peritubulares (miofibroblastos) estão em contato com a lâmina basal do 

epitélio seminífero próximo das espermatogônias e das células de Sertoli. Estas células 

produzem contrações que contribuem para o movimento das células germinativas 

diferenciadas e de fluido através do lúmen durante a espermatogênese, bem como, estão 
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envolvidas na sinalização parácrina dos túbulos (JOHNSON, 2008, SKINNERAND FRITZ, 

1986; HETTLE, 1988; MAEKAWA, 1996; BRESSLER e ROSS, 1972). 

Além destas estruturas, encontram-se nos túbulos, células endoteliais e sinusóides 

peritubulares linfáticos. O epitélio germinativo do testículo adulto é composto por uma 

população fixa de células de suporte (células de Sertoli), população de células germinativas 

primordiais (espermatogônias) localizadas sobre a lâmina basal e uma população móvel de 

células germinativas em diferentes graus de diferenciação. Já no animal imaturo há somente 

células de Sertoli em desenvolvimento e espermatogônias ou gonócitos, dependendo da idade. 

São encontrados três tipos de junções celulares nos testículos: junções ocludentes, 

junções de ancoramento e as junções comunicantes (tipo GAP), geralmente as junções 

ocludentes (tight junctions) ocupam a porção mais apical da célula, seguida das junções de 

ancoramento, e em paralelo, estão localizados os desmossomas formadores das junções 

comunicantes. Juntas, estas estruturas formam um complexo juncional disperso pelo epitélio 

seminífero ancorado à matriz extracelular (CHENG E MRUK, 2002). Também há variação na 

quantidade e no tipo de junção presente dependente da idade de maturação do testículo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1.2: Representação artística da localização do túbulos seminíferos no testículo e das 

células de Sertoli nos túbulos (Adaptado de Skinner,1991). 
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Cortes histológicos dos túbulos seminíferos mostram espermatogônias locadas na 

porção basal do epitélio seminífero, espermatócitos na porção medial, espermátides próximo 

do ápice deste epitélio, demonstrando a progressão do desenvolvimento relacionada à 

maturação das células germinativas (FIG 1.2). Quando as espermátides são liberadas ou 

espermiadas, progridem a espermatozóides, (JOHNSON et al, 2008). 

As células de Sertoli provêem suporte estrutural aos túbulos seminíferos, além de 

apresentar um importante papel no controle de processos bioquímicos das células 

germinativas (RUSSEL, 1993). O que define este suporte é a formação da barreira 

“hematotesticular” ou “barreira de células de Sertoli” composta por complexos de junções 

ocludentes entre células de Sertoli adjacentes. (DYM E FAWCETT, 1970; RUSSEL E 

PETERSON, 1985, JEGOU, 1993).  

Os túbulos são separados após a puberdade, em dois compartimentos constituídos a 

partir da formação das junções apertadas entre as células de Sertoli, gerando a barreira 

hematotesticular (FAWCETT et al, 1970). Esta organização celular proporciona um ambiente 

adluminal isolado do meio extratubular, impermeável às moléculas hidrofílicas maiores, onde 

a comunicação entre as células de Sertoli e as células germinativas ocorre de forma parácrina, 

a qual varia conforme o estágio de maturação das gônadas, proporcionando uma diversa 

relação hormonal e nutricional entre as células intratubulares.  

No compartimento basal residem apenas as espermatogônias e espermátides em fase 

de pré-leptóteno. As células que já entraram na prófase da meiose, começam a atravessar a 

barreira para alcançar o compartimento adluminal (RUSSELL, 1993). Centralmente dentro do 

túbulo localiza-se o lúmen tubular, o qual é preenchido com fluido seminífero tubular e 

espermatozóides. Todos os túbulos unem-se na rete testis, de onde o conteúdo tubular é 

direcionado para dentro dos ductos eferentes e para o epidídimo (JEGOU, 1993). 
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FIGURA 1.3: Micrografia eletrônica de um corte histológico de túbulo seminífero de rato 

adulto. (SC) Célula de Sertoli; (GC) Células germinativas; (L) Espermatogônias (adaptado de 

Cheng e Mruk, 2002). 

 

A presença da barreira hematotesticular estabelece, também, um ambiente 

imunologicamente protegido, garantindo a progressão espermatogênica. A perda deste 

complexo juncional resulta na incapacidade de manter a espermatogênese (WONG E 

CHENG, 2005). A relação entre as células de Sertoli e as células germinativas é organizada e 

altamente específica, dependendo da fase de desenvolvimento, definindo desta forma, o ciclo 

do epitélio seminífero. Cada célula de Sertoli associa-se com 30 a 50 células germinativas em 

cada estágio do ciclo espermatogênico (JOHNSTON et al, 2004). 

 

 

1.1.2. DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO DAS GÔNADAS MASCULINAS 
 

O desenvolvimento gonadal dos mamíferos envolve uma complexa interrelação entre 

os diversos tipos celulares que compõe esta estrutura. Durante o início do desenvolvimento 

embrionário em mamíferos, não há sexo fenotípico aparente. Embriões machos e fêmeas têm 
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um conjunto duplo de ductos genitais rudimentares, e gônadas indiferenciadas que podem 

desenvolver-se em testículos ou ovários. A formação dos testículos inicialmente não é 

dependente de gonadotrofinas ou hormônios esteróides, e sim das atividades de células pré-

Sertoli e de células mióides peritubulares (BRESSLER E ROSS, 1972; SIMORANGKIR, 

2003). No entanto, na série de eventos que se seguem à determinação e diferenciação dos 

testículos, a testosterona produzida pelas células de Leydig e o hormônio anti-Mülleriano 

produzido pelas células de Sertoli são de importância crítica no desenvolvimento das 

características masculinas primárias (e mais tarde secundárias), incluindo o papel protagonista 

da testosterona na iniciação da espermatogênese na puberdade e manutenção da 

espermatogênese no adulto (SHARPE et al, 2003). 

As células de Sertoli têm um papel central no desenvolvimento funcional do testículo, 

bem como na expressão do fenótipo masculino. São as primeiras células a se diferenciarem, 

ainda na gônada primordial, tornando o epitélio seminífero apto a estruturar-se; atua 

prevenindo meiose das células germinativas e estimulando a diferenciação e função das 

células de Leydig (MACKAY, 2000). As células de Sertoli aumentam a regressão dos ductos 

mullerianos, através da secreção do hormônio anti-Mulleriano (AMH) (MACKAY, 2000; 

JOSSO et al ., 2006). O AMH é produzido pelas células de Sertoli do início da vida fetal até a 

puberdade Na puberdade sua síntese é diminuída, possivelmente por ação sinérgica da 

testosterona intratesticular e das células germinativas meióticas (REY, 2000). 

Após a puberdade, as células de Sertoli passam a suportar a espermatogênese, como será 

descrito adiante. 
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FIGURA 1.4: Representação esquemática do desenvolvimento dos ductos genitais masculinos 

e femininos. (adaptado de van ROIJEN, 1999). 

 

 

 

1.1.2.1. Desenvolvimento das Células de Sertoli 

Células de Sertoli proliferam-se , em roedores, entre o período fetal e neonatal até 

entre os 15-20 dias após o nascimento (BAKER E O‟SHAUGHNESSY, 2001; 

VERGOUWEN et al, 1993; JOHNSTON, 2004). 

A conversão de célula de Sertoli imatura para a adulta ocorre durante a puberdade, 

chamada de maturação ou diferenciação e é caracterizada por várias etapas. O termo 

diferenciação é aplicado, pois as células de Sertoli acabam de se diferenciar próximo a idade 

adulta, embora seja um termo utilizado para eventos ocorrido na vida fetal, nas células de 

Sertoli é chamada de diferenciação funcional (JEGOU, 1992; SHARPE, 1994; MCLAREN, 

1998). A maturação envolve perda da capacidade proliferativa, formação de junções apertadas 

ou ocludentes (tight junctions) entre as células de Sertoli formando a barreira hematotesticular 
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e aumento de funções que não estão presentes nas células de Sertoli imaturas (SHARPE et al, 

2003). Há diferenças entre as espécies no momento em que esta conversão ocorre. Em 

roedores, a proliferação das células de Sertoli ocorre entre a vida fetal e neonatal e em 

primatas parece ser mais predominante no período pré puberal (FIG1.5). Vários estudos 

indicam que a atividade proliferativa das células de Sertoli ocorre em dois períodos durante a 

vida, na fase fetal/neonatal e durante a fase peripuberal de maneira temporal diferente, de 

acordo com a espécie (PLANT E MARSHALL, 2001). 

 

FIGURA 1.5: (A) Variação no número de células de Sertoli em relação à idade, em diferentes 

animais (SHARPE et al, 2003); (B) Micrografias demonstrando túbulos seminíferos de 

diferentes animais , em diferentes estágio de espermatogênese (HESS E FRANÇA, 2007). 

A 
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Próximo ao início da puberdade, as células de Sertoli sofrem grandes modificações em 

sua morfologia e em sua função, mudando seu status de imaturo (proliferativo), para maduro 

(não proliferativo). Células de Sertoli organizam-se de forma adjacente, e, após a formação 

das junções apertadas, é criado um compartimento adluminal (intratubular) que propicia as 

etapas meióticas e pós-meióticas da espermatogênese. Este compartimento formado propicia a 

nutrição e suporte físico adequado à progressão espermatogênica, fornecendo acesso direto às 

células germinativas de vários fatores necessários ao seu desenvolvimento (JEGOU, 1992; 

MCLAREN et al, 1998; SHARPE, 1994). Com exceção da produção de AMH, vários autores 

indicam que uma mudança na expressão gênica, em células de Sertoli em desenvolvimento, 

ocorre entre o 5º e 10º dias após o nascimento. Nesta fase há um significativo aumento no 

número de células de Sertoli nos túbulos seminíferos (LINDSEY E WILKINSON, 1996). 

Durante este período inicia-se a proliferação espermatogonial e sua meiose (MCCARREY, 

1993), células de Leydig adultas iniciam sua diferenciação (NEF et al, 2000; BAKER et 

al,1999)e ocorre a formação da barreira hematotesticular (CYR et al,1999), sendo este 

eventos relacionados a mudanças funcionais das células de Sertoli. Também é observado até o 

5º dia após o nascimento, o aumento dos níveis circulantes de FSH (MICHAEL et al, 1980, 

JEAN-FAUCHER et al, 1983). 

Ocorre uma variação importante na concentração plasmática de FSH nos períodos 

relacionados à gestação, após o nascimento até o término da puberdade. Durante os últimos 

dias gestacionais (entre os dias 17-21 fetais) a concentração de FSH aumenta próximo de duas 

vezes para em torno de 250ng/mL até o nascimento aumentando para 400ng/mL no 5º dia de 

vida do rato. Ocorrem picos transientes de FSH no plasma, com valores de 800ng/mL no dia 

35 e depois ocorre um platô em 400ng/mL em ratos com 50 dias de idade (CHOWDHURY E 

STEINBERGER, 1976, KETELSLEGERS et al,.1978). Também ocorrem variações no 

número de receptores para FSH em células de Sertoli. Estas mudanças na população de 
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receptores para FSH traduzem a proliferação que ocorre entre os dias 2 e 15 após o 

nascimento em células de Sertoli de ratos (ORTH, 1984; MEACHEM et al, 1996). O número 

de receptores FSHR permanece constante entre os dias 2 e 21 (1500–1900 receptores/célula), 

aumentando mais duas vezes aos 40 dias e novamente aos 60 dias após o nascimento 

(BORTOLUSSI et al, 1990). 

 

 

 

FIGURA 1.6: Micrografia de túbulos seminíferos normais de ratos de 5, 20 e adultos. 

(adaptado de JOHNSTON et al, 2004). 
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1.2. ESPERMATOGÊNESE 

 

Espermatogênese é um processo biológico de transformação gradual de células 

germinativas a espermatozóides, ocorre em um período de tempo determinado para cada 

espécie, sendo limitado ao ambiente dos túbulos seminíferos. Este processo envolve 

proliferação celular, gerada através de repetidas divisões mitóticas, duplicação cromossômica, 

produção de espermátides e diferenciação destas espermátides a espermatozóides. Este 

processo é uma evolução epitelial que ocorre de maneira sincronizada no tempo produzindo 

um ciclo, o qual inicia com a entrada da espermatogônia tipo A em mitose e termina com a 

liberação das espermátides. A espermatogênese ocorre em ciclos repetidos no epitélio 

seminífero, caracterizada por específicas associações celulares estabelecidas em pontos 

específicos no tempo. Quando estas associações geram distintas alterações morfológicas, são 

identificados diferentes estágios no ciclo. O Ciclo espermatogênico do epitélio seminífero foi 

definido por LeBlond e Clermont (1952) (EHMCKE ,2006; L. JOHNSON,2008; AMANN, 

2008; DYM E RAJ, 1977; RUSSELL E GRISWOLD, 1993) (FIG1.8). A progressão cinética 

da espermatogênese pode ser definida como “onda espermatogênica”, sendo que este processo 

ocorre de forma sequêncial em um determinado período de tempo, definido de forma 

diferente para cada espécie (PEREY et al, 1961). 

A espermatogênese é composta por quatro distintas fases onde ocorrem mudanças 

moleculares é acontece de forma diversa dependendo da espécie estudada (CHENG E 

MRUK, 2002; AMANN, 2008; MCLACHLAN, 2002).  

1. A proliferação e diferenciação espermatogonial. 
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2. Meiose dos espermatócitos, incluindo a última síntese de DNA nos 

espermatócitos pré-leptóteno e duas divisões meióticas formando espermátides. 

3. Espermiogênese ou transformação de espermátides esféricas em 

espermátides maduras. 

4. Espermiação ou liberação através do rompimento do ancoramento das 

espermátides maduras às células de Sertoli. Este gameta masculino é liberado no 

lúmen tubular. 

Estes processos são interdependentes, entretanto cada um tem distintas demandas por 

moléculas regulatórias, provenientes de forma parácrina, das células de Sertoli, das células 

mióides peritubulares e das células de Leydig, bem como da rede vascular adjacente. Em 

humanos, o intervalo entre o início do processo meiótico da espermatogônia do tipo Aclara e a 

espermiação compreende 74 dias (HELLER E CLERMONT, 1964). 

Clermont e LeBlond (1959) propuseram a classificação mais utilizada das células 

germinativas, dividindo as espermatogônias em duas classes distintas de espermatogônias do 

tipo A, presente em primatas e espermatogônias do Tipo B (CLERMONT E LEBLOND 

1959, CLERMONT 1969). As espermatogônias do tipo Aescura (Ad) são definidas como 

“células tronco de reserva”. Estas células coram-se com hematoxilina, ficando escuras, e 

apresentam também outras características morfofuncionais, como baixa atividade proliferativa 

durante uma espermatogênese normal. Entretanto, as células Ad têm sua proliferação ativada 

durante a expansão da linhagem germinativa na puberdade (SIMORANGKIR et al, 2005) e 

após depleção das espermatogônias no epitélio germinativo, devido à exposição à radiação e 

substâncias tóxicas (VAN ALPHEN et al, 1988).  

Por outro lado as espermatogônias do tipo Aclara (Ap,A1-A4) (CLERMONT, 1972) ou 

As (especial) (HUCKINS, 1971; OAKBERG, 1971; DE ROOIJ e LOK, 1987; 
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SHUTTLESWORTH et al, 2000), têm uma coloração nuclear menos densa e apresentam um 

contínuo processo proliferativo durante cada ciclo espermatogênico. Clermont e seus 

colaboradores as chamaram de células-tronco renováveis ou auto-renováveis (EHMCKE E 

SCHLATT, 2006). Estas células germinativas formam, inicialmente, pares conhecidos como 

espermatogônias Apareadas (Ap) , que ligadas por conexões intercelulares estruturam as 

espermatogônias A alinhadas predestinadas a se diferenciarem (FIG 1.7) (DE ROOIJ E 

RUSSELL, 2000).  

 

 

 

 

FIGURA 1.7: Esquema gráfico demonstrando a cinética da amplificação de células 

germinativas em roedores e primatas (adaptado de EHMCKE E SCHLATT, 2006). 

População de Espermatogônias  tronco 
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Em roedores, as células troco espermatogoniais são uma população pequena que 

raramente divide-se, estando organizadas como células únicas. Em roedores, as 

espermatogônias são divididas em 4 subtipos de espermatogônias do tipo A( A1-A4) e uma 

espermatogônia intermediária tipo B (MEISTRICH E VAN BEEK, 1993; CLERMONT, 

1972). Nestes animais as espermatogônias entram no ciclo do epitélio seminífero como 

espermatogônias A1(Aclara) ocorrendo um progresso espermatogênico extremamente 

sincrônico em 12 etapas (sendo 11 mitoses e 1 meiose) altamente amplificadas gerando em 

torno de 8000 espermátides, a partir de um par de espermatogônias Apareadas (EHMCKE E 

SCHLATT, 2006). As diferenças na espermatogênese, entre roedores e primatas, residem no 

grau de amplificação da proliferação na direção das espermátides (FIG 1.8). Em estudos com 

macacos rhesus (SIMORANGKIR et al, 2005) , uma célula progenitora (Aclara) , através de 5 

passos mitóticos e a meiose, podem gerar 128 espermátides , enquanto em humanos, através 

de 2 passos mitóticos e a meiose, derivam 16 espermátides (ROOSEN-RUNGE e BARLOW, 

1953, SCHULZE, 1979). 
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FIGU

RA 1.8: Estágios de desenvolvimento do epitélio seminífero de roedores (I-XII). Camadas 

mostram desenho das associações celulares com as células de Sertoli em cada estágio. 

Fotografias dos núcleos das espermátides precoces, mediais e tardias coradas com 

hematoxilina e reação ácida de Schiff (HESS E DE FRANÇA, 2007). 

 

 

1.2.1. CONTROLE HORMONAL DA ESPERMATOGÊNESE 

 

No epitélio seminífero, a associação entre células de Sertoli e células germinativas é 

definida para cada uma das fases de desenvolvimento estando sob controle hormonal através 

de mecanismos endócrinos clássicos, coordenados pelo eixo hipotálamo-hipófise testículo 

(descrito adiante), bem como por mecanismos intrínsecos mediados por hormônios, fatores de 

crescimento, citocinas (autacóides), moléculas sinalizadoras intracelulares e por 

neurotransmissores (DE KRETSER E KERR, 1994; SHARPE, 1994). Em ambos os 

mecanismos, a célula de Sertoli desempenha um papel central (GRISWOLD, 1998). Foi 
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descrito em capítulo anterior, que a célula de Sertoli, durante a puberdade, isola o ambiente 

tubular, concentrando o transporte intercelular de vários fatores para as células germinativas 

(DYM E FAWCETT, 1970). Esta organização tecidual proporciona um ambiente controlado 

favorável ao desenvolvimento da série espermatogênica, que é mediado primariamente pela 

secreção de LH, FSH e testosterona de maneira diferente, nos diferentes estágios de 

desenvolvimento. Este controle hormonal envolve comunicação intercelular, intracelular e 

com o ambiente intra e extratubular, bem como sob o controle neuroendócrino hipotalâmico-

hipofisiário.  

Já foram descritas mais de 50 moléculas, muitas ainda não estudadas na sua plenitude. 

Muitas destas substâncias, ainda, têm efeitos pleiotrópicos, gerando ações que influenciam de 

maneira significativa o contexto gonadal (GNESSI et al, 1997). Vários estudos experimentais 

revelaram que a célula de Sertoli produz e secreta diversas proteínas, bem como estão 

descritos muitos mecanismos pelos quais estas ações ocorrem (GRISWOLD,1998; 

GNESSI,1997, LOSS et al, 2007). 

As glicoproteínas secretadas pelas células de Sertoli podem ser classificadas baseadas 

em suas características bioquímicas, como proteínas transportadoras (ex: transferrina e 

ceruloplasmina), proteases e inibidores de proteases, glicoproteínas formadoras da membrana 

basal e glicoproteínas regulatórias (GRISWOLD, 1998). Estas glicoproteínas atuam como 

fatores de crescimento ou fatores parácrinos como substância inibidora Mulleriana (AMH), 

ligante c kit e inibina, além de secretar peptídeos bioativos como pró-dinorfinas, nutrientes ou 

metabólitos intermediários. 
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1.3. CÉLULAS DE SERTOLI 

 

1.3.1. MORFOLOGIA 

 

Células de Sertoli são células somáticas do testículo e foram originariamente descritas 

por Enrico Sertoli, em 1865 (SERTOLI, 1865), ele observou que estas células possivelmente 

tinham uma relação funcional com as células germinativas por serem “células ramificadas” 

(branched cells) relatando da sua observação: 

“ ..Eu não acredito que as células ramificadas 

 sejam destinadas à produção dos espermatozóides 

entretanto não é possível negar categoricamente, 

mas eu penso que a função das células ramificadas  

está ligada a formação dos espermatozóides.” 

Enrico Sertoli, 1865 

Traduzido por B.P.Setchell (1993) 

 

Estas células estendem-se da base do epitélio seminífero ao seu ápice e interagem 

diretamente com as células germinativas, sendo fundamentais para o suporte da 

espermatogênese e para a migração destas células (MRUK E CHENG, 2004), como foi 

descrito anteriormente. Desde que Enrico Sertoli descreveu estas células, no século 19, seu 

estudo é dificultado devido às constantes mudanças em sua relação tridimensional com as 

células germinativas, durante os diversos estágios do ciclo epitelial, bem como devido aos 

diferentes modelos experimentais (MRUK E CHENG, 2004). São células com uma estrutura 
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colunar e ocupam aproximadamente 17 a19% do epitélio seminífero de ratos adultos (WONG 

E RUSSELL, 1983, RUSSELL et al, 1990).  

 

FIGURA 1.9: Fotografias de desenhos esquemáticos de Sertoli , 1877 (A) e Von Ebner, 1888.  

As células escuras são as espermatogônias e aparecem interconectadas por pontes 

intercelulares com as células mais claras que são as células de Sertoli. (adaptado de DYM E 

FAWCETT, 1971). 

 

As células de Sertoli podem ser classificadas, segundo sua morfologia em duas 

categorias, Tipo A e Tipo B (MRUK E CHENG, 2004). Nas células do Tipo A, espermátides 

maduras estão alojadas em cristas citoplasmáticas próximo ao lúmen, prontas para a liberação, 

enquanto nas células do tipo B estas cristas são poucos visíveis ou mesmo ausentes. No 

transcorrer dos estágios do ciclo espermatogênico, a célula de Sertoli pode modificar-se 

passando de uma forma para outra, adaptando-se as mudanças celulares que ocorrem durante 

o desenvolvimento e movimento das células germinativas. Desta forma, modificações 

drásticas ocorrem nos estágios II, VII, VIII, IX-XI e XIII-XIV (MRUK E CHENG, 2004). 
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FIGURA 1.10: Associação entre célula de Sertoli e células germinativas. (BTB) barreira 

hematotesticular; (BM) membrana basal; (Sg) espermatogônia; (PL)espermatócitos em pré-

leptóteno; (P) espermatócitos em paquíteno; (rsd) espermátides arredondadas; (elsd) 

espermátides alongadas; (N) núcleo da célula de Sertoli (adaptado de CLERMONT, 1993). 
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1.3.2. DESENVOLVIMENTO PUBERAL  

 

Durante os primeiros estágios da organogenêse testicular, as células de Sertoli são as 

primeiras a se diferenciarem na gônada primordial. As células de Sertoli associam-se às 

células germinativas formando o túbulo seminífero.  Em ratos, esta ação ocorre entre 13,5 e 

14,5 dias pós-concepção. Após a formação do tecido testicular, o número de células de Sertoli 

aumenta rapidamente. Alguns estudos indicam que, em ratos, bem como em outros roedores, 

a replicação das células de Sertoli pode estar confinada ao período perinatal, cessando após a 

primeira meiose das espermatogônias, o que ocorre nos primeiros estágios da puberdade 

(ORTH, 1982). Entretanto outros autores demonstraram que a população de células de Sertoli 

in vivo aumenta durante o período perinatal (antes e após o nascimento). Em ratos, o fim do 

período neonatal coincide com o período puberal (SHARPE et al, 2003). Estas células se 

proliferam após o nascimento, mas cessam sua divisão em torno dos 15 dias em ratos 

(SCHLATT et al, 1999). Em humanos, o número de células de Sertoli é maior no período 

pós-natal que no fetal, mas permanece estável do nascimento até aproximadamente 10 anos de 

idade (CORTES et al, 1987; FABBRI et al, 1995; SRIVASTAVA et al, 1995; BREYER et 

al, 1996). 

Desta forma são propostos dois padrões temporais para a proliferação das células de 

Sertoli, localizando a mitose destas células dentro do período pré puberal (infância e 

adolescência) ou alternativamente, restrita à infância (BREYER et al, 1996). Entretanto 

ambos os padrões descritos para primatas diferem do desenvolvimento seminífero de ratos, 

onde a divisão das células de Sertoli completa-se antes da puberdade. A puberdade em ratos 

machos inicia-se entre 25 e 30 dias de idade (GNESSI et al, 1997) e a proliferação das células 

de Sertoli completa-se entre 14-21 dias de idade (BERRY et al, 1992), sendo que este 
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aumento está associado a uma elevação na concentração de gonadotrofinas onde o FSH 

(hormônio folículo estimulante) tem papel fundamental (PÉREZ-SÁNCHES E 

WASSERMANN, 1981; IRUSTA E WASSERMANN, 1974; SRIVASTAVA et al, 1995).  
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1.4. CONTROLE HORMONAL DA CÉLULA DE SERTOLI 

 

1.4.1. CONTROLE NEUROENDÓCRINO 

 

A função testicular pode ser simplificada e dividida em duas principais atividades: a 

produção de testosterona pelas células de Leydig (esteroidogênese) e a produção de 

espermatozóides pelos túbulos seminíferos (espermatogênese). Estas funções são reguladas 

fundamentalmente por dois hormônios, LH (hormônio luteinizante) e FSH (hormônio folículo 

estimulante), sendo estas gonadotrofinas produzidas pela hipófise e secretadas na corrente 

sanguínea, agindo, respectivamente, nas células de Leydig e nas células de Sertoli. 

O controle da síntese e da secreção das gonadotrofinas é feito pelo Hormônio 

Liberador de Gonadotrofinas (GnRH ou LHRH) , regulando a função reprodutiva. GnRH é 

um decapeptídeo que pode ser encontrado com diferentes formas moleculares, sendo que, 

duas isoformas deste hormônio foram encontradas em mamíferos, GnRH I e GnRH II. Dois 

distintos genes codificam estes hormônios, e suas expressões em cérebros de primatas e em 

outros animais é distinta. Sabe-se que GnRH I está vinculado ao controle da secreção dos 

hormônios gonadotróficos e à modulação da função gonadal, e GnRH II parece estar 

relacionado ao comportamento sexual. Entretanto este último peptídeo tem seu gene 

silenciado em humanos (COUNIS et al , 2005, MILLAR, 2005). 

GnRH I age nos gonadotrofos através de um mecanismo associado à proteína 

Gαq/Gα11, a qual ativa PLCβ (fosfolipase Cβ), resultando na formação de DAG 

(diacilglicerol) e IP3 (Inositol-3-fosfato), ocorrendo desta forma, mobilização de 
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Ca
2+

intracelular e abertura de CCDV (canais de cálcio dependentes de voltagem do tipo L), 

causando influxo de Ca
2+

 através destes canais (STOJILKOVIC et al, 1994).  

GnRH também pode induzir a via MAPK (proteína cinase associada à mitógenos) 

através de PKC (proteína cinase associada à Ca
2+

), estimulando a expressão dos genes que 

codificam as subunidades da gonadotrofinas (SUNDARESAN et al, 1996; CECCATTELLI et 

al, 1993; COUNIS et al, 2005). 

1.4.1.1. Controle Pulsátil 

Muitos dos sistemas endócrinos são controlados por ritmos, que podem ser intrínsecos 

ou ainda influenciados pelo ambiente (BERGENDAHL et al, 1996). A liberação episódica ou 

pulsátil de GnRH I parece ser uma adaptação funcional e genética, regulada por mecanismos 

intracelulares de dessensibilização na célula receptora. A liberação pulsátil de GnRH I ocorre 

em conseqüência de uma descarga sincronizada em neurônios dispersos contendo GnRH I 

através de uma sinalização neuronal geradora ou oscilatória (VELDHUIS et al, 1990) a qual é 

referida como pulso de GnRH I. O padrão de pulsatilidade varia de acordo com as variações 

ocorridas durante a vida reprodutiva, sendo regulada através de retroalimentação de sinais 

provenientes das gônadas (YEN et al, 1972; SANTEN E BARDIN, 1973; BACKSTROM et 

al, 1982; REAME et al, 1984; CROWLEY et al, 1985; HALE et al, 1988; WU et al, 1990; 

MARSHALL et al, 1993) 

A regulação fisiológica do eixo reprodutivo geralmente ocorre através da modulação 

da freqüência e da amplitude do pulso de GnRH I secretado pelo hipotálamo. Esta regulação é 

importante, pois estimula a liberação pulsátil dos hormônios gonadotrópicos, evitando desta 

forma a dessensibilização dos receptores de LH e FSH em suas células alvo. Entretanto esta 

pulsatilidade regula situações fisiológicas e sinaliza variações fisiológicas no eixo reprodutivo 

como na puberdade, em transições sazonais no status reprodutivo e após gonadectomia. O 
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GnRH I também medeia respostas inibitórias na secreção das gonadotrofinas, como em 

situações de exercícios prolongados e de restrição alimentar (LEVINE et al, 2003).   

O controle da liberação destes hormônios é feito pelo hipotálamo, por células 

localizadas na área anterior e medial do hipotálamo e na área pré-óptica, em primatas, sendo 

também encontradas na porção basal média e no núcleo arqueado. As terminações nervosas 

secretoras, que promovem a secreção pulsátil de GnRH I (ou LHRH) (hormônio liberador de 

gonadotrofinas ou hormônio liberador de hormônio luteinizante), projetam-se para a 

vasculatura portal, atingindo a circulação porta-hipotalâmica-hipofisiária na porção lateral da 

eminência média, entrando em contato com os gonadotrofos na hipófise, que são as células 

produtoras e secretoras de LH e FSH (OJEDA et al, 2006). 

A freqüência e a amplitude dos pulsos de GnRH I são importantes na secreção 

diferencial de LH e FSH. A secreção pulsátil de LH e de FSH é mantida com um pulso de 

GnRH I por hora. Elevando o número de pulsos de GnRH I por hora, inicia-se um aumento 

nos pulsos de LH e conseqüentemente, eleva-se a concentração sangüínea de LH 

(REICHLIN, 1992). Em contraste, quando a freqüência de pulsos de GnRH diminui a uma 

vez a cada 3 horas, a secreção de FSH é preferencialmente estimulada (REICHLIN, 1992). 

O mais simples modelo, que explica como é gerada a pulsatilidade nos neurônios 

hipotalâmicos produtores de GnRH I, traz a idéia de células marcapasso ocorrendo em um ou 

mais neurônios que controlam o ritmo de secreção envolvendo os demais neurônio através de 

compartilhamento da atividade elétrica 

Entretanto não estão descritas evidências eletrofisiológicas ou microanatômicas 

suficientes sobre os mecanismos de geração desta atividade ou de sincronização neste sistema 

(FERRIS et al, 2006). 

Juntamente à estimulação hipotalâmica, as secreções de LH e FSH também são 

reguladas através de retroalimentação por esteróides, como testosterona e estradiol, e 
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peptídeos gonadais, como a inibina a ativina, estes últimos, secretados pela célula de Sertoli 

sob ação do FSH. Ainda está descrito que a folistatina tem um papel importante, secretada 

pelas células hipofisiárias, ela modula a ligação da ativina aos seus receptores neste local 

(PHILLIPS e DE KRETSER, 1998). 

Tanto a testosterona, quanto a inibina exercem um controle sobre a hipófise e no 

hipotálamo, formando uma alça de retroalimentação negativa, enquanto que a ativina, tem um 

efeito de retroalimentação positiva sobre a secreção de FSH. Desta forma, estabelece-se um 

complexo sistema de comunicação neuroendócrino o qual regula, em machos, o 

comportamento sexual e a produção de espermatozóides. Mudanças durante as fases de 

desenvolvimento também são originadas por modificações no controle pulsátil da liberação de 

GnRH I. Na fase puberal aumenta a liberação diurna na secreção das gonadotrofinas em 

humanos e ratos (OJEDA et al, 2006). 

Entretanto, as gônadas estão sujeitas a regulações independentes do eixo hipotálamo-

hipófise-testículos desempenhadas por de GnRH I e pelas gonadotrofinas; através da ação de 

inúmeras outras substâncias como neurohormônios e neuroesteróides como Hormônio 

liberador de hormônio de crescimento (GHRH), Hormônio liberador de corticotrofina (CRH), 

Ocitocina, Vasopressina (AVP), Hormônio liberador de tireotrofina (TRH), Somatostatina, 

Opióides, substância P, neuropepetídeo Y; fatores de crescimento entre os quais, fator de 

crescimento como insulina tipo I e II (IGF , IGF II), proteína ligadora de fator de crescimento 

(IGFBP), fator de crescimento tumoral (TGFβ, TGFα), fator de crescimento epidermal (EGF), 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos 

(FGF), fator de crescimento neuronal (NGF), hormônio liberador de gastrina (GRP); citocinas 

como interleucinas (IL), fator de necrose tumoral (TNFα), peptídeos vasoativos, endotelinas, 

angiotensina II, peptídeo natriurético do tipo C (CNP) (GNESSI et al, 1997, EVANS, 2002). 
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Além de neurotransmissores, produzidos localmente, como as catecolaminas. 

(MAYERHOFER et al, 1999).  

 

1.4.1.2. Síntese de Hormônios Gonadotróficos 

 

A síntese das subunidades α, βLH e βFSH ocorrem nos gonadotrofos hipofisiários, 

podendo ser produzidos nas mesmas células, ou seja, sendo estas capazes de produzir um ou 

ambos os hormônios. Após a clivagem do precursor, ocorre a N-glicosilação co-

translacionalmente, no retículo endoplasmático, onde ficam armazenados como heterodímeros 

imaturos. A complementação funcional do FSH ocorre durante a migração para o complexo 

de Golgi, resultando em uma progressiva maturação da glicosilação e conformação dentro dos 

grânulos secretórios (TOUGARD et al, 1994; COUNIS et al, 2005). Esta síntese, seguida de 

glicosilações pós–translacionais ou traducionais gera diferentes isoformas, com objetivos 

funcionais diferenciados, as quais serão descritos adiante. 
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1.4.2. CONTROLE PARÁCRINO  

 

1.4.2.1. Regulação Funcional 

 

No transcorrer do desenvolvimento, ocorre a formação da barreira hematotesticular 

(puberdade), através da produção de junções ocludentes, junções comunicantes (tipo gap) e 

junções de ancoramento, constituindo um espaço intraluminal protegido imunologicamente 

(CHENG E MRUK, 2002).  

Esta divisão estrutura dois compartimentos funcionais que se comunicam através de 

uma sinalização parácrina. Entretanto as substâncias não se difundem livremente, a posição 

estratégica da célula de Sertoli (basal a apical no túbulo) proporciona a coordenação desta 

sinalização entre ambos os compartimentos (TARULLI et al, 2008). A organização bi-

compartimental determina a divisão das funções gonadais, sendo assim, os túbulos 

seminíferos caracterizam-se pela espermatogênese e as células do interstício ou Células de 

Leydig, pela esteroidogênese. Esta estruturação é conservada evolutivamente, indicando que a 

combinação gametas–andrógenos-gonadotrofinas oferecem vantagens evolucionárias, sendo 

esta comunicação parácrina determinante neste processo (EHMCKE E SCHLATT, 2006). 

 



49 
 

 

FIGURA 1.11: Microambiente testicular, evidenciando o epitélio seminífero com Células de 

Sertoli e células germinativas, a barreira hematotesticular e células intersticiais de Leydig, no 

interstício:(LC) células de Leydig; (M) macrófagos; (BV) vasos sanguíneos; no 

compartimento adluminal: (pSC) espermatócitos primários; (rST) espermátides arredondadas 

; (eST) espermátides alongadas; (Mi) mitocôndrias. (adaptado de SCHLATT, 1997). 

 

 

Adicionalmente a estas evidências, é importante lembrar que este desenvolvimento 

peripuberal resulta da associação entre as ações do FSH e do LH, este último atuando nas 

células de Leydig estimulando a produção de testosterona após a puberdade. (GNESSI et al, 

1997). A testosterona age de forma parácrina nas células de Sertoli, sendo descrito que 

também exerce ação, na célula de Sertoli, no período pré puberal em primatas (PLANT E 

MARSHALL, 2001) e em testículos de ratos ex vivo (VONLEDEBUR et al, 2002; 

WASSERMANN E LOSS, 2004; LOSS et al, 2004). Tanto células de Sertoli de primatas, 

quanto de ratos expressam receptores para o andrógeno nesta fase (WALCZAK-

JEDRZEJOWSKA et al, 2007). Adicionalmente, estudos indicam que a testosterona age na 

hipófise estimulando secreção de FSH em roedores tratados com antagonistas de GnRH 

(PITTELOUD et al, 2008). 
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Além da ação de FSH e da testosterona (secretada pela ação do LH nas células de 

Leydig), outras moléculas tem como alvo a célula de Sertoli, sendo importantes para a 

modulação da espermatogênese como triiodotironina (T3), retinol e 1,25-dihidroxi vitamina 

D3 (SILVA et al, 2002). 

A proliferação das células de Sertoli durante o desenvolvimento é critica para o 

estabelecimento da população final das células, o número de células de Sertoli garante uma 

espermatogênese quantitativamente normal (JOHNSTON et al, 2004). O número de 

espermátides em adultos depende, diretamente, do número de células de Sertoli produzidas no 

período de desenvolvimento (ANGELOPOULOU et al, 2008). Alguns autores demonstraram 

que a ausência de FSH reduz o número de células de Sertoli, mas não torna o macho infértil 

(TAPANAINEN et al, 1997;TROISPOUX, 1998; THEMMEN e HUHTANIEMI, 2000; 

GROMOLL E SIMONI, 2005). 

Na literatura, são citados diversos estudos, em uma variedade de espécies e modelos 

experimentais diferentes, gerando muitas vezes resultados conflitantes. Em ratos em idade 

puberal, o avanço do desenvolvimento das células espermatogênicas ocorre em resposta à 

sinalização produzida por FSH, sendo que o número de receptores para FSH aumenta nesta 

fase, entretanto, paradoxalmente, há uma redução na concentração de AMPc 

(STEINBERGER et al, 1978). Similares variações têm sido descritas em diferentes estágios 

do ciclo espermatogênico, onde o FSH estimula a produção de AMPc nos estágios XIII e  V e 

diminui nos estágios VII e XI, autores descrevem como um mecanismo oscilatório 

(PARVINEN et al, 1980; HUHTANIEMI et al, 1989; MALI et al, 1989). Outros dados 

descritos indicam que FSH liga-se ao seu receptor, com diferente afinidade, dependendo do 

estágio do ciclo, com alta afinidade em (XIII-XIV-I), afinidade intermediária (II- V e VIII- 

XII) e com baixa afinidade nos estágios (VI e VII). 
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Estudos utilizando homogenatos testiculares de ratos (CATT et al, 1972; WARREN et 

al, 1984) e membranas de túbulos seminíferos purificadas (ABOU-ISSA E REICHERT, 

1976) demonstraram a presença de dois tipos de associação do FSH, com alta capacidade e 

baixa afinidade e outra com baixa capacidade e alta afinidade, entretanto somente um tipo de 

receptor com alta afinidade foi encontrado. Em estudos de Kangasniemi e colaboradores 

(1990) foi observado que o estímulo à produção de AMPc ocorre nas fases II-V, em 

condições basais e são estimuladas por FSH (PARVINEN et al, 1980; MALI et al, 1989; 

PURVIS et al, 1984). Por outro lado, estão descritos mecanismos inibitórios envolvendo 

proteína Gi, que quando estimulada reduz a formação de AMPc nos estágios VII e VIII do 

ciclo espermatogênico (HUHTANIEMI et al, 1989). 

Dados recentes indicam que a ação do FSH na célula de Sertoli é pleiotrópica e difere 

de acordo com a fase de desenvolvimento. Sua ação, desta forma, pode ser protagonizada por 

agentes diferentes do que o AMPc, ou derivado da sinalização diferente da evocada pela 

adenilil ciclase, o que iria de encontro com o descrito para mecanismos acoplados à proteína 

G em outros tecidos e para outras moléculas sinalizadoras similares como substâncias 

adrenérgicas e Angiotensina II (XIAO, 2001, VECCHIONE, 2005; LOSS et al, 2007).   

Outras ações também são descritas para a interação do FSH com a célula de Sertoli, 

entre elas o estímulo à síntese protéica e glicoprotéica, captação de cálcio e outros parâmetros 

metabólicos, como a conversão de glicose em lactato (CARREAU et al, 1994; ORTH, 1982; 

SASAKI et al, 1982; JONES E BERNDTSON, 1986), nem todas estas ações estão associadas 

à variação de AMPc nas fases pré  e pós puberal (LOSS et al, 2007; ULLOA-AGUIRRE et al, 

2007).  
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1.4.2.2. Relação do FSH com outros Hormônios 

 

Os mecanismos que regulam os processos de proliferação, diferenciação e apoptose, 

nos túbulos seminíferos, são estreitamente regulados pelos hormônios hipofisários, 

principalmente por LH e FSH. Estes mecanismos são sinergicamente modulados por uma rede 

de fatores originados das diferentes células somáticas presentes nos testículos e nas células 

germinativas. Muitos destes fatores são produzidos localmente (através de sinalizações 

parácrinas ou autócrinas) ou atuam neste tecido através de mecanismos endócrinos. 

1.4.2.2.1. Sistema Autócrino de IGF-I 

 

As células de Sertoli têm um sistema autócrino completo do IGF-I (GNESSI et al, 

1997; ,OONK e GROOTEGOED, 1988; RITZEN, 1983; TRES et al, 1986; BORLAND et al, 

1984; PERRARD-SAPORI, 1987). Estudos imunohistoquímicos demonstraram a presença de 

IGF-I (secretado pelas células de Sertoli) e do receptor de IGF-I (IGF-IR) em células de 

Sertoli. Também foi observado que estas células produzem proteínas ligadoras de IGF 

(IGFBP), principalmente IGFBP3, o que inibe os efeitos do IGF-I exógeno ao sistema tubular 

(CAILLEAU et al, RAPPAPORT E SMITH, 1990; SMITH, 1990). FSH estimula a produção 

de IGF-I nestas células, enquanto que este hormônio hipofisário inibe a secreção de IGFBP3 

em ratos imaturos (CHATELAIN et al, 1991; CLOSSET et al, 1989). Estes dados corroboram 

a hipótese de que as células de Sertoli têm os componentes necessários para a síntese e 

transdução do sinal de IGF-I, bem como para modulação de sua ação. Além disto, este 

sistema pode ser modulado pelo FSH. 

IGF-I é uma citocina presente em numerosos tipos celulares, podendo agir de forma 

parácrina e autócrina em muitos tecidos (COHICK E CLEMMONS, 1993; HUMBEL, 1990). 
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Este fator de crescimento também está presente no tecido gonadal masculino, há evidências 

da presença do receptor para IGF-I (tipo tirosina cinase) (FIG 1.12) nas células somáticas e 

germinativas (FROMENT et al, 2007). A síntese de IGF-I pode ocorrer em células de Leydig, 

células de Sertoli, células mióides peritubulares e células germinativas (TRES et al, 1986; 

VANNELLI et al, 1988; CAILLEAU et al, 1990, FROMENT, 2007). 

 

FIGURA 1.12: Representação do Receptor Tirosina Cinase (adaptado de DE MEYTS E 

WHITTAKER ,2002 E SURMACZ, 2003). 

 

Muitos pesquisadores têm reportado que o padrão de imunoreatividade para o IGF-I, 

em testículos de ratos, difere de acordo com a fase de desenvolvimento. Hansson e 

colaboradores. (1989) demonstraram que todas as células testiculares apresentam 

imunoreatividade ao IGF-I logo após o nascimento, embora esta reatividade decresça 
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rapidamente no primeiro mês após o nascimento em células de Sertoli e células de Leydig. 

Eles também relataram que as células espermatogênicas exibem um rápido aumento na 

imunoreatividade a IGF-I na puberdade (~21 dias) e em ratos adultos esta marcação fica 

restrita aos espermatócitos. 

A ação de IGF-I ocorre através da interação com seu receptor IGF-IR (FIG 1.11), um receptor 

tipo tirosina cinase. Esta associação leva a autofosforilação do receptor nas tirosinas 1131, 

1135 e 1136, tirosinas justamebranares e serinas no terminal carboxila. O mecanismo recruta 

intermediários específicos, entre os quais Shc (Src-homology/Collagen), proteínas 14-3-3 e 

IRS-I (substrato receptor de insulina tipo I) (BASERGA, 1997, POLLAK et al, 2004). Entre 

os mecanismos estimulados pelo intermediário IRS-I estão a via PI3K (com subunidade 

regulatória p110 tipo α, β ou δ)/AKT(PKB) e a via MAPK (ERK1/2) (RIEDEMANN E 

MACAULAY, 2006). 

Muitos estudos têm demonstrado que FSH e IGF-I colaboram na regulação da 

atividade da célula de Sertoli in vitro (KHAN et al, 2002). Os efeitos de FSH e IGF-I, quando 

somados, em células de Sertoli em cultura parecem ser aditivos, embora também haja relatos 

de que em algumas situações estes dois hormônios possam ter efeitos antagônicos 

(RAPPAPORT E SMITH, 1996). Khan e colaboradores (2002) reportaram que a estimulação 

das fosforilações de Akt (PKB) e de ERK 1/2 por IGF-I e FSH foi aumentada quando ambos 

os hormônios estavam presentes concomitantemente. Também demonstraram, de maneira 

coerente, que a deleção do gene que codifica IGF-IR, reduz a fosforilação de Akt (PKB) na 

presença de IGF-I, entretanto quando a ativação da via PI3K/Akt(PKB) ocorre por ação do 

FSH, esta não é alterada pela deleção do IGF-IR (KHAN et al, 2002).  

Meroni e colaboradores (2004) relataram que a interação da ação entre FSH e IGF-I 

em células de Sertoli é dependente da idade, sendo mais evidenciada em ratos com 8 dias de 

idade do que em ratos com 20 dias de idade. Também demonstraram que tanto FSH quanto 
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IGF-I são capazes de estimular a via PI3K/Akt(PKB), entretanto isto ocorre através de vias 

diferentes, pois IGF-I atua via receptor tirosina cinase e FSH associa-se a um GPCR, o qual 

estimula a via através de PI3K (p110γ). Sugerindo que, possivelmente, as vias estimuladas 

pelos dois hormônios ocorram através de isoformas diferentes de PI3K e Akt(PKB), nos 

parâmetros estudados pelos autores (estimulação da produção de transferrina e lactato). 

Foi demonstrado por Oonk e Grootegoed (1988) que o FSH não se liga ao receptor de 

IGF-1 de forma específica, sendo a ação do IGF-I mais evidente até os 21 dias de idade do 

animal, reduzindo seu efeito posteriormente. Estes autores observaram que a insulina atua 

com mais intensidade após esta idade, assumindo as ações sobre os receptores tirosina cinase. 

Também foi demonstrado que, em células de Sertoli de animais modificadas geneticamente, 

sem o receptor para IGF-I (null IGF-I receptor), continuam respondendo com atividade 

proliferativa ao FSH (CREPIEUX et al, 2001). 

Todas as evidências experimentais permitem propor que há interação entre os dois 

hormônios através da sinergia de suas ações, muitas vezes somando seus efeitos globais na 

célula de Sertoli, entretanto o FSH que estimula a síntese e liberação de IGF-I, através de um 

mecanismo autócrino bem descrito, também atua de forma independente estimulando vias 

independentes da ação de IGF-I e ainda independente da via estimulada através da via 

proteína Gαs/Adenilil Ciclase/AMPc/PKA. 

 

1.4.2.2.2. Sistema EGF 

 

Outro fator de crescimento relacionado à célula de Sertoli é o EGF (fator de 

crescimento epidermal). Estudos demonstram que esta citocina estimula a proliferação e a 
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diferenciação em vários tipos celulares (ABÉ et al, 2008). Em camundongos adultos, a 

redução na concentração de EGF sérico, está vinculada à redução da fertilidade, sem que 

ocorra diminuição de testosterona ou FSH. Também foi correlacionada à redução de 50% de 

espermatozóides no epidídimo, sendo revertida através da administração de EGF diária 

(TSUTSUMI et al, 1986). Em testículos de mamíferos, o EGF promove proliferação 

espermatogonial e modulação da esteroidogênese, espermiogênese e proliferação de células 

de Leydig e células de Sertoli, através de mecanismos autócrinos e parácrinos (YAN et al, 

1998; UGURALP et al, 2004). 

EGF e outros membros da família de peptídeos como EGF, agem através de receptores 

EGF (ErbB) que são receptores tirosina cinase. Eles classificam-se em quatro tipos: ErbB1, 

também chamado de EGFR (ULLRICH et al, 1984), ErbB2(COUSSENS et al, 1985), ErbB3 

(KRAUS et al, 1989) e ErbB4 (PLOWMAN et al, 1993). Foi reportado que estes receptores 

estão envolvidos na regulação da proliferação e da diferenciação em muitos tecidos 

(PRIGENT E LEMOINE, 1992). Os receptores de EGF são conhecidos por formar 

homodímeros ou heterodímeros, com sinalização através da via MAPK (proteína cinase 

ativando mitose) e/ou PI3K (HATAKEYAMA et al, 2003; SCHULZE et al, 2005). Em 

testículos de mamíferos, todos os membros dos receptores de EGF foram identificados em 

diferentes tipos celulares, como células germinativas e células de Sertoli, e em todos os 

estágios de desenvolvimento, sugerindo uma ação potencial do EGF durante a 

espermatogênese e desenvolvimento testicular pós-natal (HANEJI et al, 1991). 

Relatos na literatura demonstram que o EGF pode modular as ações do FSH sobre o 

desenvolvimento e a proliferação nas células de Sertoli, potencializando a ação sobre a 

produção de lactato e tranferrina em células de Sertoli imaturas, e diminuindo o efeito deste 

hormônio hipofisiário sobre a atividade da enzima aromatase (MALLEA et al, 1986; 

MALLEA et al, 1987). Funcionalmente, a redução da atividade da aromatase indica o término 
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do período proliferativo e início da diferenciação funcional das células de Sertoli (SHARPE et 

al, 2003). A sinalização intracelular envolvendo as ações inibitórias do EGF nas células de 

Sertoli permanece desconhecida. 

McDonald e colaboradores (2006) demonstraram que as ações estimulatórias do FSH 

sobre a expressão de RNA mensageiro da aromatase e sobre a produção de estradiol são 

dependentes da sinalização elicitada pela via PI3K/AKT1(PKB) em células de Sertoli. Os 

mesmos autores relatam que foi observado que o EGF inibe a expressão da aromatase e de seu 

RNA mensageiro estimulado por FSH, e que este efeito inibitório depende da ativação da via 

ERK-MAPK. 
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1.5. HORMÔNIO FOLÍCULO ESTIMULANTE (FSH) 

 

O Hormônio Folículo Estimulante (FSH) desempenha um papel central no controle 

das funções da célula de Sertoli. FSH determina o número das células de Sertoli que estarão 

presentes em machos adultos através de sua ação sobre o controle da proliferação destas 

células no estágio pré-puberal (SHARPE et al, 2003; ORTH, 1982; TROPOUIX et al, 1998). 

Em ratos, a mitose das células de Sertoli decresce em torno de 15 dias de idade do animal, 

tendo o FSH o controle na diferenciação destas células, o que é fundamental para o 

desenvolvimento qualitativo e quantitativo de uma espermatogênese normal no adulto 

(GRISWOLD, 2003). 

1.5.1. ESTRUTURA 

 

FSH é um membro da família dos hormônios glicoprotéicos, a qual inclui LH, 

Gonadotrofina Coriônica e TSH. Estes hormônios glicoprotéicos são heterodímeros ricos em 

pontes de dissulfetos com associações não covalentes entre as subunidades α e β. Os 

diferentes tipos de hormônios desta família têm a subunidade ou cadeia α comum, diferindo 

na estrutura da subunidade β (FAN E HENDRICKSON, 2005).  

Cada seqüência primária das cadeias α e β apresenta duas glicosilações. Estas 

glicosilações ocorrem através de modificações pós-translacionais (traducionais), onde os 

oligossacarídeos adicionados determinam propriedades funcionais ao hormônio, como a 

capacidade e a afinidade na ligação ao seu receptor, levando a ativação das vias de sinalização 

intracelulares (AREY et al, 1997). 
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O amplo espectro de glicosilação, principalmente nos terminais de sialização e 

sulfatação são características de cada hormônio glicoprotéico (TIMOSSI et al, 2000; DAHL E 

STONE, 1992). Estas variações constituem a base química para a formação de isoformas com 

uma variabilidade de cargas elétricas diferenciais presentes na configuração estrutural de 

hormônios glicoprotéicos (TIMOSSI et al, 2000; ZAMBRANO et al, 1999). 

A glicosilação de hormônios glicoprotéicos é importante para a persistência destes na 

circulação (tempo de meia-vida), seu clereance e bioatividade (MOORE et al, 2000; 

OLIVARES et al, 2004; BARRIOS-DE-TOMASI et al, 2002). Cada subunidade contém dois 

locais de glicosilação relativos a resíduos de Asparagina, Asn52 e Asn78 na subunidade α, e 

na subunidade β nos resíduos Asn7 e Asn24, dados reportados em estudos em hormônios de 

humanos. Tem sido relatado que a glicosilação da subunidade β influencia na formação das 

pontes de dissulfeto e na taxa de secreção hormonal (BOUSFIELD et al, 2004; BOUSFIELD 

et al, 2007). A deglicosilação na Asn52 da subunidade α parece modificar a transdução do 

sinal, apesar de não influenciar na ligação do hormônio ao seu receptor, evidenciando que a 

sinalização e a capacidade de ligação podem ser moduladas por dois locais de glicosilação 

diferenciados (FOX et al, 2001). 

A heterogeneidade das isoformas de FSH deve-se à variação em seus carboidratos 

associados, perto de 95% das isoformas são variantes ácidas em relação às formas 

negativamente carregadas, ocasionando diferentes pontos isoelétricos (PI) (THEMMEN E 

HUHTANIEMI, 2000). Esta variação de cargas deve-se a quantidade de resíduos de ácido 

siálico presentes, isoformas com um conteúdo menor de ácido siálico tem um valor PI maior. 

Dados da literatura indicam que uma estrutura mais complexa quanto à glicosilação (mais 

ácida) tem uma menor bioatividade que as com um ponto isoelétrico maior (mais básica), as 

quais parecem ter uma bioatividade maior (MOYLE et al, 1995; JIANG et al, 1995). Ou seja, 

o estímulo sobre a gônada não depende somente da quantidade de gonadotrofina circulante, 
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mas talvez mais importantes sejam seus aspectos qualitativos, como a composição relativa das 

isoformas presentes em diversas situações fisiológicas (THEMMEN E HUHTANIEMI, 

2000).  

 

FIGURA 1.13: Padrão de distribuição de FSH extraídos de hipófise anterior, através da técnica 

de chromatofocusing. Frações indicadas por numerais romanos (I-VII) relacionam-se às 

isoformas de FSH concentradas associadas a faixas de pH (retirado de TIMOSSI et al, 2000). 

 

 

Sabe-se que FSH é liberado da hipófise como um pool heterogêneo em relação ao tipo 

de isoformas circulantes (ULLOA-AGUIRRE et al, 1999; ULLOA-AGUIRRE et al, 1995; 

STANTON et al, 1996). Sabe-se, também, que há uma correlação entre a quantidade de 

isoformas intrahipofisiárias e circulantes, e que ocorre uma interrelação entre uma isoforma 

particular com o estado funcional da gônada (ULLOA-AGUIRRE et al, 1999; Chappel et al, 

1983; ULLOA-AGUIRRE et al, 1988; ULLOA-AGUIRRE et al, 2001; ULLOA-AGUIRRE 

et al, 2003). Em estudos com ovários, em modelos animais e humanos, a produção e secreção 

de formas menos ácidas de isoformas de FSH aumenta durante a fase pré-ovulatória do ciclo 

ovariano, bem como no desenvolvimento puberal, indicando a relação entre secreção de 
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diferentes isoformas e a regulação funcional do tecido gonadal (ULLOA-AGUIRRE E 

TIMOSSI, 2000; BAENZIGER E GREEN, 1988; CERPA-POLJAK et al, 1993; FLACK et 

al, 1994; CHAPPEL E ULLOA-AGUIRRE, 1983). 

Ainda por responder, está a questão de como um tipo específico de FSH glicosilado 

interage com um mesmo receptor e deflagra uma variedade de respostas intracelulares 

diversas. Na tentativa de elucidação desta questão surgiram algumas hipóteses como o FSH 

interagindo através de várias formas com seu receptor, provocando sinalizações diferenciadas, 

ou ainda, diferentes glicoformas do hormônio ligando-se a diferentes receptores acoplados a 

diferentes vias de sinalização (BABU et al, 2000; BABU et al, 2001,ULLOA-AGUIRRE et 

al, 2003). Entretanto, ainda não existem evidências suficientes para atestar ou eliminar as 

alternativas citadas. 

Sabendo-se que existem diversas formas de glicosilação do FSH, e também que pode 

ocorrer uma variabilidade na interação com seu receptor por este motivo, justifica-se pensar 

que o efeito trófico do FSH consiste em uma mistura de sinais com diferentes afinidades e 

atividades intrínsecas pleiotrópicas.  
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1.6. RECEPTORES ACOPLADOS À PROTEÍNA G (GPCR) 

 

1.6.1. ORGANIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS GPCR 

 

A superfamília dos receptores acoplados à proteína G heterotriméricas (GPCR) é uma 

das maiores famílias representadas no genoma de mamíferos, estima-se que 1-5% do genoma 

humano corresponda a este grupo de receptores (MCINTIRE, 2009; PEREZ E KARNIK, 

2005; LANDER et al, 2001; VENTER et al, 2001). 

Os GPCR têm uma estrutura central homóloga, com sete α hélices transmembranas, 

contendo entre 20-28 aminoácidos hidrofóbicos. Estes domínios transmembrana (TM) estão 

orientados perpendicularmente à membrana (PALCZEWSKI et al, 2000). Entretanto, os 

GPCR diferem quanto a suas estruturas extra e intracelulares (SHARPE, 1994; SCHLATT et 

al, 1997). O terminal amino (NH2) extracelular contém muitos locais de glicosilação, 

responsáveis pelo reconhecimento do ligante (APPLEBURY E HARGRAVE, 1986), 

enquanto que no terminal carboxila (COOH) intracelular estão presentes vários locais de 

fosforilação vinculados à regulação da dessensibilização e internalização do GCPR. Este 

terminal intracelular está associado às subunidades da proteína G (PIKETTY et al, 2006; 

ULLOA-AGUIRRE et al, 2007b). Três alças intracelulares e três alças extracelulares estão 

ligadas ao domínio transmembrana. A maioria dos GPCR tem conservadas pontes de 

dissulfeto entre cisteínas da segunda e da terceira alças extracelulares vinculadas à regulação 

da afinidade dos locais de ligação do receptor (KARNIK E KHORANA, 1990). 
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Quando o receptor associa-se ao seu ligante, no terminal extracelular, segue-se a 

ativação do mesmo através de modificações conformacionais, as quais levam à ligação das 

alças intracelulares e do terminal COOH com a proteína G heterotrimérica, ativando-a. 

Apesar da diversidade entre os GPCR, este primeiro estágio parece ser uniforme entre as 

diversas classes do receptor. A ativação do receptor catalisa a troca de GDP por GTP na 

subunidade Gα, quando ocorre a dissociação da proteína G do receptor. Esta troca diminui a 

afinidade das subunidades Gα-GTP e Gβγ, que separadas, amplificam a resposta intracelular, 

cada qual ativando ou inibindo várias moléculas efetoras como enzimas, canais iônicos entre 

outros (FORD et al., 1993; PEREZ E KARNIK, 2005; JOHNSTON E SIDEROVSKI, 2007) 

 

FIGURA 1.14: Estrutura de GPCR Heterotrimérica (A) Estrtura cristalográfica; (B) Estrutura 

esquemática (OLDHAM E HAMM, 2008). 

 

Os conhecimentos estruturais sobre os GPCR são baseados, em grande parte em 

pesquisas de alta resolução do estado inativo da Rodopsina, por ser uma estrutura obtida em 

grandes quantidades de retina bovina, e por esta estrutura não perder a funcionalidade em 

condições que outros GPCR desnaturam (KOBILKA, 2007). 

A B 
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Estudos baseados neste sistema mostram evidências que indicam como sendo os 

segmentos TM3 e TM6 os responsáveis pela ativação da proteína G após a ligação do 

agonista ao terminal NH2 (FARAHBAKHSH et al, 1995; FARRENS et al, 1996; PEREZ E 

KARNIK, 2005), entretanto ainda não há dados conclusivos de como esta ação se processa.  

 

1.6.2. CLASSIFICAÇÃO DOS GPCR 

 

Há vários sistemas de classificação para os GPCR, relacionados ao tipo de associação 

dos ligantes, às relações fisiológicas e\ou bioquímicas desencadeadas por estes receptores e 

ainda em relação à similaridade da seqüência de aminoácidos do GPCR. Uma das 

classificações mais utilizadas é o sistema Kolakowski que classifica as subfamílias de GPCR 

de A-F, onde as subclasses são designadas por numerais romanos, este sistema classifica tanto 

GPCR presentes em vertebrados, quanto em invertebrados (ATTWOOD E FINDLAY 1994; 

KOLAKOWSKI, 1994). Outra classificação baseia-se na similaridade de suas seqüências 

básicas de aminoácidos, dividindo estes receptores em três principais categorias: 1) contendo 

receptores para rodopsina e β-adrenérgicos; 2)família de receptores tipo secretina e 3) 

receptores como o para glutamato (WESS, 1998). 

Em 2003, Fredriksson e colaboradores propuseram uma classificação baseada na 

ancestralidade comum dos GPCR, seus resultados demonstraram 5 famílias principais, 

Glutamato (15 membros), Rodopsina (701 membros), Adesão (24 membros), Frizzled/taste 

(24 membros) e Secretina (15 membros), designado como sistema GRAFS (FREDRIKSSON 

et al, 2003). 
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Maudsley e colaboradores (2005) discutem que, por muitos anos, a transdução de sinal 

a partir dos GPCR foi conceitualizada através do modelo de movimento Browniano, no qual a 

sinalização protéica é termodinamicamente aleatória, no plano da membrana plasmática, 

sendo responsável pelo fluxo de informação do receptor para o efetor. Entretanto, processos 

randômicos têm um custo energético maior e organismos complexos necessitam de ações 

rápidas e específicas. As evidências experimentais demonstram que GPCR, proteínas G e seus 

efetores (enzimas, canais iônicos, entre outros) não são distribuídos aleatoriamente, estando 

co-localizados e organizados em microdomínios lipídicos, para que ocorra uma ação rápida e 

específica (NEUBIG, 1994; OSTROM et al, 2000). O terminal COOH do GPCR está 

associado através de âncoras palmitoiladas a estes domínios (MAUDSLEY et al, 2005). 

Estes microdomínios compõem regiões na membrana ricas em colesterol, 

gangliosídeos ou esfíngolipídeos, e são referidos como caveolas ou balsas lipídicas (lipid 

rafts) (GALBIATI et al, 2001). Além das balsas lipídicas, outras regiões da membrana 

também estão agregadas a estas proteínas sinalizadoras, como complexos de adesão focal e 

regiões revestidas por clatrinas (KOBILKA, 2007), sendo locais de integração e 

especificidade da sinalização de GPCR.  

Outro mecanismo associado à capacidade dos GPCR no desencadeamento de respostas 

tão diferenciadas e amplificadas, está emergindo através dos estudos de diversos grupos de 

pesquisa. O mecanismo pleiotrópico evocado pode ser resultado de conversas cruzadas 

(cross-talk) entre diferentes pares de GCPR, o que modula a resposta de agonistas ligados a 

receptores diferentes. Este mecanismo resulta em uma ativação ou inibição cruzada e é 

chamado de oligomerização ou heterodimerização, podendo ocorrer através de co-expressão 

ou co-localização (BRIDDON et al, 2008; FRANCO et al, 2008; RIOS et al, 2001; GOMES 

et al, 2001; JORDAN E DEVI, 1999). Os GPCR podem formar homodímeros, heterodímeros 

ou multímeros (ANGERS et al, 2002; ANGERS et al, 2001). Esta organização estrutural pode 
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afetar, além da sinalização intracelular, a dessensibilização do receptor e o tráfego do mesmo 

até a membrana e a partir dela (ULLOA-AGUIRRE et al, 2007). 

 

1.6.1.1. Subunidades da Proteína G Heterotrimérica 

 

As proteínas G heterotriméricas são compostas por três subunidades α, β e γ. Estas 

subunidades podem produzir diversas combinações, evocando as mais variadas transduções 

de sinal. Até o momento foram identificadas 5 subfamílias da subunidade Gα sendo relatadas 

23 isoformas diferentes desta subunidade [Gs (Gαs e Gαolf; Gi (Gαt, Gα0, Gαi e Gαz); Gq 

(Gαq, Gα11, Gα14, Gα15/16); G12 (Gα12 e Gα13); Gv( Gαv1- Gαv4]. Foram identificadas 7 

isoformas da subunidade β e 12 isoformas a subunidade γ foram identificadas até o momento 

(MCINTIRE, 2009; OKA, 2009). 

Ambas as subunidades Gα e Gβγ contribuem para ações sinérgicas ou antagônicas, 

cada qual iniciando eventos através dos mesmos efetores ou mesmo através de sinalizadores 

não relacionados, o que resulta em uma sinalização dual intracelular, há na literatura inúmeros 

exemplos em relação a esta simultânea ativação (EXTON, 1996, JONES et al, 2004; GU et al, 

2002; WETTSCHURECK E OFFERMANNS, 2005; LAUGWITZ et al, 1996; WELLNER-

KIENITZ et al, 2001; ZHU et al, 1994; GUDERMANN et al, 1992; XIAO et al, 1995). Em 

alguns casos têm sido relatados simultânea ativação de três ou quatro subunidades não 

relacionadas (Gs, Gi/o, Gq/11, and G12) (LAUGWITZ et al, 1996). 

 

1.6.1.1.1. Subunidade Gα 
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A subunidade Gα apresenta uma atividade GTPase intrínseca após a dissociação 

produzida pela troca de GDP por GTP nesta subunidade. No mecanismo subseqüente ocorre a 

hidrólise do terminal fosfato de GTP restaurando GDP, o que reassocia o complexo Gαβγ 

completando o Ciclo da proteína G heterotrimérica, desativando-a (FIG1.13). Além destes 

componentes também já foram identificadas proteínas acessórias que aumentam ou diminuem 

a cinética de associação/dissociação das subunidades, servindo como “andaime” para os 

processos de sinalização adjacentes, estas proteínas pertencem à família das proteínas 

reguladoras de sinalização de proteína G (RGS), e serão discutidas adiante no texto 

(SIDEROVSKI E WILLARD, 2005). 
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FIGURA 1.15: Ciclo dissociação/associação das subunidades de proteína G ligadas à 

GTP/GDP (MILLIGAN, 2006) 

 

Todas as classes de subunidades Gα têm alvos celulares descritos. O primeiro efetor 

reconhecido foi a adenilil ciclase (AC), descrita por Sutherland e Rall (1957, 1958). Após 20 

anos, foi identificado seu efetor intracelular, uma proteína ligada à GTP que estimulava AC, a 

subunidade Gα, descrita por Ross e Gilman (1977). Em seguida foram identificadas 

subunidades Gα com ações opostas (Gαs e Gαi) estimulando e inibindo a AC respectivamente 
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(SMITH E LIMBIRD, 1982; HSIA et al, 1984; HILDEBRANDT E BIRNBAUMER, 1983, 

HILDEBRANDT et al, 1983). 

Além desta sinalização, também já foi descrito o envolvimento desta subunidade em 

transdução sensorial (Gαgust and Gαolf,), mediando fototransdução na visão (Gαt) 

(ARSHAVSKY et al, 2002). Relatos também descrevem a ação da Subunidade Gαq(Gaq, 

Gα11, Gα14and Gα16) ativando isoenzimas da fosfolipase C (PLC), sendo um dos 

mecanismos associados à hidrólise de fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP2) gerando IP3 e 

DAG (RHEE, 2001). As subunidades Gα12/13 podem regular proteínas G monoméricas 

RhoA (BOODEN et al, 2002; VOGT et al, 2003; MCCUDDEN et al, 2005).  

As ações regulatórias das subunidades Gα diferem em virtude de efetores 

intracelulares diferentes e da diversidade de isoformas, tanto da subunidade Gα quanto da 

enzima Adenilil ciclase. Até o momento já foram descritas 9 isoformas de adenilil ciclase, que 

acoplam a mecanismos diferenciados e estão relacionadas a tecidos específicos (SUNAHARA 

E TAUSSIG, 2002). Membros da família de proteínas Gαs estimulam a atividade da adenilil 

ciclase, enquanto os membros da família Gαi são conhecidos por inibir a atividade da mesma 

enzima, entretanto o mecanismo de inibição ocorre de forma não competitiva direta, o que foi 

determinado estudando a ação do agonista da enzima adenilil ciclase, forscolina, este ativa a 

enzima sendo esta ação inibida por Gαi (KOZASA E GILMAN, 1995; TAUSSIG et al, 1994; 

TAUSSIG et al, 1993). Estudos sobre a estrutura da adenilil ciclase, utilizando técnicas de 

mutagênese, mostraram que o local de ligação da subunidade Gαs está no lado oposto ao local 

de ligação da subunidade Gαi (DESSAUER et al, 1998). Para entender a regulação desta 

enzima é importante conhecer sua estrutura secundária e terciária, são descritos dois sítios 

catalíticos C1 e C2, forscolina e análogos ATP (ATP, APMC e inibidores Gαs) ligam-se na 

interface entre os dois domínios, aumentando ou diminuindo a afinidade das mesmas. A 

subunidade Gαs liga-se no domínio C1, e a subunidade Gαi diminui a interação entre os dois 
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sítios catalíticos, o que reduz a funcionalidade da enzima adenilil ciclase (TANG E GILMAN, 

1991). Também é relatado que algumas isoformas de AC também podem ser moduladas por 

outras moléculas como complexo Ca
2+

 Calmodulina, a subunidade Gβγ (atuando de forma 

estimulatória ou inibitória), RGS, modificações pós-translacionais como fosforilações ou a 

presença de miristoilações (SUNAHARA E TAUSSIG, 2002). 

 

1.6.1.1.2. Subunidades Gβγ 

 

As subunidades Gβγ foram identificadas como componentes da proteína G há 

aproximadamente 30 anos (KATADA et al, 1984). Logo após sua identificação, os 

pesquisadores sugeriram que a presença destas subunidades estaria associada à funcionalidade 

da subunidade Gα (BIRNBAUMER, 2007a; BIRNBAUMER, 2007b). Entretanto, apesar das 

controvérsias geradas, devido às diferenças entre interpretações, por diversos laboratórios, 

sabe-se que as subunidades Gβγ são componentes sinalizadores em igualdade com a 

subunidade Gα (BIRNBAUMER, 2007; BIRNBAUMER, 2007b). 

A dimerização entre as subunidades β e γ da proteína G heterotrimérica parece ser 

fundamental para a capacidade de efetivar sua ação (HIGGINS E CASEY, 1994). Em 

condições fisiológicas, o dímero Gβγ não aparece dissociado, sendo a atividade desta 

subunidade derivada desta associação (MCINTIRE, 2009). A primeira evidência de que a 

subunidade Gβγ teria um papel sinalizador foi descrita em 1987, quando esta subunidade foi 

purificada a partir de cérebro bovino e, utilizando a técnica eletrofisiológica de patch clamp, 

modulou a abertura de canal de potássio (K
+
) cardíaco retificador de influxoassociado à 

proteína G (GIRK), canal este normalmente ativado através de um receptor muscarínico 

(associado à proteína Gi) através de acetilcolina (LOGOTHETIS et al, 1987). 
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Vários estudos relatam um papel central para as subunidades Gβγ em muitos 

compartimentos subcelulares, diretamente regulando processos fundamentais como a 

transcrição e trânsito de proteínas do retículo endoplamático e do complexo de Golgi 

(SMRCKA, 2008). 

O dímero Gβγ, dissociado de Gα, ativa muitos efetores (CLAPHAM E NEER, 1997; 

HUANG et al, 1999; RAY et al, 1995; JONES et al, 2004), incluindo os Canais GIRK citados 

anteriormente, atua sobre a condutância de canais de cálcio do tipo N,P/Q (KAMMERMEIER 

et al, 2000; DELMAS et al, 2000; LU et al, 2001), regulando cinases e proteínas G 

monoméricas. Ainda age regulando várias isoformas de adenilil ciclase, e ativando PLC β e 

PLCδ (GAO E GILMAN, 1991; TANG E GILMAN, 1991; TAUSSIG et al, 1994). 

Também é relatada na literatura a ação do dímero Gβγ ativando duas isoformas de 

PI3K. A PI3K γ, composta por uma subunidade regulatória (p101) e uma catalítica (p110γ), 

onde a subunidade Gβγ interage com p101, sem necessitar de co-ativador (STEPHENS et al, 

1994; STOYANOV et al, 1995; TANG E DOWNES, 1997). E sobre a PI3Kβ (subunidade 

p110 catalítica e subunidade p85 regulatória) onde o dímero Gβγ interage com p85, entretanto 

em combinação com substrato de receptor tirosina cinase (TANG E DOWNES, 1997; 

OKADA et al, 1996; KUROSU et al, 1997). 

É relatado, por sua vez, que as subunidades Gβγ têm uma especificidade particular 

pela proteína Gi, pois muitas das ações deflagradas por estas subunidades são inibidas por 

Toxina Pertussis (PTX), um inibidor da ADP-ribosilação, necessária à conversão de GDP à 

GTP e conseqüente dissociação das subunidades Gα e Gβγ. Como exemplo, a ativação de 

PLC é mediada por mecanismos sensíveis e insensíveis a PTX. A ativação de PLC insensível 

a PTX, é associada à ação via proteína Gq (INANOBE et al, 1995; KUNKEL E PERALTA, 

1995; DOUPNIK et al, 1996), esta ativação, quando inibida por PTX,  está relacionada à 
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proteína Gi, como a hidrólise de PIP2 dependente de GPCR sensível à PTX descrita na ação 

de testosterona em osteoblastos (LIEBERHERR E GROSSE, 1994). Embora outras ações 

desencadeadas pela subunidade Gβγ estejam associadas a outras proteínas G (SMRCKA, 

2008; MCCUDDEN et al, 2005; MCINTIRE, 2009). 

A seletividade da interação com proteína Gα correlata ou com efetores subseqüentes 

pode ser influenciada pela identidade de cada isoforma das subunidades βγ. A montagem do 

dímero βγ pode acontecer através de muitas combinações possíveis, lembrando que já foram 

identificadas 7 isoformas da subunidade β e 12 diferentes isoformas da subunidade γ, em 

genoma humano e de camundongos, até agora (MCINTIRE, 2009). Estas diferentes 

subunidades podem formar pares únicos, mas ainda é pouco entendido o significado funcional 

de combinações individuais de Gβγ (para revisão SMRCKA, 2008). 

 

1.6.1.2. Moduladores da Atividade das Proteínas G Heterotriméricas 

 

Quando foram aprofundados os estudos sobre este ciclo dinâmico, isolando-se e 

purificando-se as subunidades in vitro, os pesquisadores verificaram que a taxa em que 

ocorria esta hidrólise era menor do que quando mensurado o processo fisiológico 

(MCCUDDEN, 2005), levando a identificação de proteínas associadas que agiam acelerando 

o processo GTPase em muitas subunidades Gα, estas proteínas foram chamadas de GAP 

(aceleradoras de proteínas G) e pertencem a família de proteínas RGS (reguladoras da 

sinalização de proteína G), podendo atenuar a resposta ao agonista quando interagir com o 

receptor, foram descritas também GDI que são inibidoras da dissociação do nucleotídeo de 

Gα (BRANDT, 1985; HIGASHIJIMA, 1987; SIDEROVSKI E WILLARD, 2005) e ainda as 

GEF atuando positivamente facilitando a troca Gα-GDP para Gα-GTP e a liberação do dímero 
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βγ -(fatores trocadores de nucleotídeo guanosina (BRANDT, 1985; HIGASHIJIMA, 1987; 

SIDEROVSKI E WILLARD, 2005). 

Também modulando a funcionalidade das subunidades associadas ao GPCR está a 

característica das âncoras de lipídeo associadas a cada subunidade, como por exemplo, 

prenilações, geranilgeranilações, palmitoilações ou miristoilações, podendo modificar a 

efetividade ou a capacidade de interação com outras moléculas (HIGGINS E CASEY, 1996; 

CASEY, 1995). Além de uma séria de proteínas capazes de forsforilar locais específicos dos 

GPCR, também regulando a sinalização através destas estruturas (MCINTIRE, 2009). 

 

 

 

1.6.2. RECEPTOR DE FSH (FSHR) 

 

O receptor para FSH, como os receptores para os demais hormônios glicoprotéicos, 

pertence à superfamília de receptores acoplados à proteína G (GPCR), especificamente da 

família dos receptores de rodopsina (família A) (ULLOA-AGUIRRE et al, 1999). Estes 

receptores são constituídos por uma cadeia polipeptídica heptahélica. O domínio extracelular 

é um terminal amino (NH2), responsável pela ligação ao hormônio; e o domínio intracelular é 

um terminal Carboxílico (COOH) que faz o acoplamento com as subunidades da proteína G 

(ULLOA-AGUIRRE et al, 2007), como já descrito para outros GPCR. 
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FIGURA 1.16: Representação esquemática do FSHR (adaptado de ULLOA-AGUIRRE E 

TIMOSSI, 1998). 

 

 

 

A ligação do FSH com seu receptor é rápida, específica e saturável, além de relatos 

demonstrando que esta ligação também é temperatura dependente. (OONK E 

GROOTEGOED, 1988, SIMONI et al, 2005). Em machos, os locais de ligação para o FSH 

são encontrados somente no epitélio seminífero, estando presentes em diferentes espécies 

animais (GAYTAN et al, 1994).  

Após o isolamento deste receptor, foram verificados dois tipos de associação do FSH 

com seu receptor, uma com alta afinidade e baixa capacidade, e outra com baixa afinidade e 

alta capacidade (SIMONI et al, 1997). Entretanto ainda é necessário confirmação de vários 

dados, pois os mesmos parecem conflitantes.  

A interação de FSH com FSHR depende, parcialmente, da presença de fosfolipídeos, 

quando são utilizadas preparações de membranas (HUCKINS, 1971; SCHLATT et al, 1996; 

SINGH, 1995). Os GPCR são ancorados nas membranas plasmáticas através de acetilação de 

lipídeos ou lipidação a proteínas, as quais estabilizam a conformação protéica e 

possivelmente, tenham função na transdução de sinal (ESCRIBÁ et al, 2007). Ainda é 
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relatado que a ligação hormônio-receptor é dependente da integridade das pontes de dissulfeto 

do FSH (ABOU-ISSA E REICHERT, 1976) e das glicosilações tanto do hormônio quanto do 

GPCR (ULLOA-AGUIRRE et al, 2007). 

É característica destes receptores, sofrerem dessensibilização após uma contínua 

exposição ao FSH, sendo este efeito rápido, dose e tempo dependentes. Este fenômeno é 

conhecido como down regulation (AMSTERDAM et al, 2002). 

Após a ligação com seu receptor, FSH estimula várias vias de sinalização 

intracelulares através da dissociação da subunidade α das subunidades βγ, sendo que cada 

subunidade pode deflagrar vias independentes, através de isoformas de proteínas G diversas. 

Os mecanismos adjacentes já demonstrados pela literatura para este hormônio serão 

discutidos posteriormente.  
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1.7. MECANISMO DE AÇÃO DO FSH NA CÉLULA DE SERTOLI  

 

Há uma complexa sinalização determinada pela ação do FSH nas células de Sertoli, 

após a ligação ao seu receptor. Os receptores para FSH são acoplados à proteína G (GPCR). 

Está descrito que a associação hormônio-receptor ativa a subunidade Gαs elevando a 

concentração intracelular de AMPc, que ativa, por sua vez, PKA (HANSSON et al, 2000). 

Entretanto este receptor também tem a capacidade de ativar outras rotas de sinalização 

independentes. 

Foi demonstrada a presença da subunidade Gαi em células de Sertoli de ratos 

(MÔNACO E CONTI, 1987, HUHTANIEMI et al, 1989) e de hamsters (DAVENPORT E 

HEINDEL, 1987) isoladas, em cultura, bem como em túbulos seminíferos inteiros 

(HUHTANIEMI et al, 1989). Huhtaniemi e colaboradores (1989) descrevem que em 

diferentes estágios do ciclo seminífero, em ratos maduros sexualmente, ocorre a diminuição 

da síntese de AMPc através da ação do FSH (estágios VII-VIII) via Gαi, o que não ocorre em 

outras fases. No mesmo estudo está destacado que a oscilação na síntese de AMPc não ocorre 

por ausência das subunidades Gαs ou Gαi, acopladas ao receptor FSHR, mas atua através de 

outras vias regulatórias não conhecidas na época (1989), entre os quais peptídeos gonadais e 

isoformas de FSH. 

Também já foi publicado que FSH ativa a via MAPK/ERK através do receptor 

acoplado a Gs e Gi, ocorrendo ativação desta via em células de Sertoli em cultura de ratos 

com 5 à 11 dias de idade, mas não em células provenientes de ratos com 19 dias de idade 

(CREPIEUX et al, 2001). Aos 12 dias de idade, período no qual se inicia a formação da 
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barreira hematotesticular, os mesmos autores sugerem que este mecanismo ocorra pela 

associação da ação de FSH via AMPc e ERK , através de vias diferenciadas. 

Outros eventos também são atribuídos a ação de FSH como o aumento de Ca
2+

 

intracelular (GRASSO E REICHERT, 1989, GORCZYNSKA E HANDELSMAN, 1991), a 

ativação de fosfolipase A2 (JANNINI et al, 1994) e a translocação nuclear do fator Kappa B 

(DELFINO E WALKER, 1998). 

Alguns pesquisadores associaram a ação de FSH no FSHR com a via PI3K e Akt/PKB 

em células de Sertoli e células da granulosa (RICHARDS, 2001; GONZALEZ-ROBAYNA et 

al, 2000) de maneira dependente ou independente de PKA. Sendo descrito que esta via 

(FSH/PI3K/Akt(PKB) pode ser sinérgica ou não com a ação de IGF-I, em células com 8 e 20 

dias, respectivamente (KHAN et al, 2002, MERONI et al, 2004). Para receptores de 

Angiotensina II em músculo liso (DO et al, 2009) e receptores β2-adrenérgicos em células 

HEK 293 (LUTTRELL et al, 1999) esta ação está relacionada à proteína Gi, através da 

subunidade Gβγ. 

Muitos dos efeitos do FSH são rápidos, exemplificado pela captação de Ca
2+ 

através de 

canais de Ca
2+

 dependentes de voltagem (CCDV) em células de Sertoli de ratos imaturos 

(WASSERMANN E LOSS, 1989). A ação eletrofisiológica do FSH na célula de Sertoli de 

ratos imaturos caracteriza-se por ser bifásica, apresentando uma rápida hiperpolarização 

(menos de 5 segundos) seguida de uma despolarização prolongada (mais de 6 minutos) (FIG 

1.17A). A hiperpolarização foi bloqueada por tolbutamida (inibidor de canal KATP) (FIG 

1.17B). Esta hiperpolarização deve-se à ativação da adenilil ciclase, levando à conversão de 

ATP em AMPc, através da ligação à via Gαs, acoplada ao receptor de FSH. Este efeito 

também foi descrito para receptores adrenérgicos, em musculatura lisa vascular, onde a 

redução de [ATP]i causa uma diminuição de sua ação sobre a inibição dos canais de KATP, 
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aumentando a probabilidade de abertura deste canal, o que causa um efluxo de K
+
, e 

conseqüente hiperpolarização do potencial de membrana (NAKASHIMA E VANHOUTTE, 

1995). 

A despolarização observada pela ação do FSH na célula de Sertoli é anulada pela 

presença de verapamil, bloqueador de CCDV tipo L, sendo esta despolarização dependente da 

captação de Ca
2+ 

através destes canais (FIG 1.17C). Este efeito estimulatório sobre a captação 

de Ca
2+

 também foi bloqueado na presença de EGTA extracelular, quelando cálcio deste 

meio. Para demonstrar que esta ação é independente da via ativada por AMPc, Forscolina 

(ativador da adenilil ciclase), 8-Br-AMPc ou dbAMPc não estimularam a captação de cálcio 

(SHARMA et al, 1994). Também foi relatado que em nas células de Sertoli, o transporte de 

aminoácidos através do sistema A para transporte de aminoácidos neutros dependente de Na
+
, 

é dependente desta captação de Ca
2+

, induzida por FSH (WASSERMANN E LOSS, 1989). 

Este efeito não foi reproduzido nem por dbAMPc ou toxina colérica, a qual ativa a 

subunidade Gαs (IRUSTA E WASSERMANN, 1974, SPRITZER E WASSERMANN, 1985; 

WASSERMANN et al, 1992a). 

 

FIGURA 1.17: Modificações eletrofisiológicas sobre o Potencial de Membrana das células de 

Sertoli de ratos imaturos (adaptada de LOSS et al, 2007). 
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Todas estas ações demonstram uma plasticidade no processo de transdução de sinal do 

FSH, através da sua interação como seu receptor GPCR, sendo que além da estimulação já 

bem estabelecida sobre a ativação da adenilil ciclase via Gαs, ocorrem outras sinalizações 

independentes em diferentes fases de desenvolvimento desta célula. A diversidade da 

sinalização deflagrada pelo FSH depende do número de receptores presentes na superfície da 

membrana, da concentração do hormônio no plasma e das isoformas de FSH secretadas 

(AREY et al, 1997).  

Estudos de Arey e colaboradores (1997), em células da granulosa, demonstraram que 

diferentes isoformas de FSH podem ativar alternativas vias através da interação com GPCR. 

Estes diferentes padrões do FSH podem atuar aumentando ou diminuindo a concentração de 

AMPc intracelular. A habilidade do hormônio de se ligar ao receptor também apresentou 

diferenças, sendo que todas as isoformas testadas tiveram maior afinidade em baixa 

concentração, na ordem de 10
-10

. Os mesmos autores verificaram que as isoformas de FSH 

foram hábeis em interagir tanto com Gαs como com Gαi, onde estudaram somente a ação 

sobre a modulação do AMPc, utilizando toxina colérica e toxina pertussis. Este 

comportamento já foi relatado para receptores de catecolaminas e de adenosina (MUNSHI et 

al, 1991; KIMURA et al, 1995), entretanto nestes receptores, diferentes substâncias interagem 

de forma “promíscua” com receptores para outras moléculas. No caso do FSH, são as 

diferentes isoformas que ativam esta resposta multifacetada. 
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1.8. FOSFATIDIL INOSITOL-3- CINASE (PI3K)  

 

Fosfatidilinositol-3-Cinases (PI3K) constituem uma família de enzimas que catalisam 

a fosforilação, na posição 3 do anel inositol, de um ou mais substratos fosfoinositídeos 

(CANTLEY, 2002; HAWKINS et al, 2006) (FIG. 1.18). As PI3K são classificadas e divididas 

conforme sua homologia funcional e estrutural, estando presentes em diversas espécies. Em 

fungos há somente um gene descrito para PI3K, enquanto que em células de mamíferos, até o 

momento, já foram relatados oito diferentes genes para a enzima, com uma significativa 

homologia (ENGELMAN et al, 2006). Os produtos fosforilados por PI3K podem ser 

defosforilados por PTEN (Fosfatase e tensina homólogos deletados no cromossomo 10) (GU 

et al, 1998) 

 

FIGURA 1.18: Fosforilação de fosfoinositídeos por PI3K. (adaptado de 

VANHAESEBROECK E. ALESSI, 2000). 

 

Há três classes de PI3K (Classes I, II e III), cuja classificação é baseada nas 

similaridades funcionais e estruturais destas enzimas, e ainda, relacionada com suas 

especificidades pelo substrato ou por suas vias de ativação (HAWKINS et al, 2006). 
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As PI3K classe I são heterodímeros constituídos por uma subunidade catalítica, com 

aproximadamente 110kDa, e por uma subunidade regulatória ou adaptadora , a qual pode 

pertencer a duas famílias distintas, o que determina ainda, uma subdivisão em PI3K classe IA 

e IB (HAWKINS et al, 2006). 

As enzimas PI3K classe IA são dímeros, contendo subunidades catalíticas p110α, 

p110β ou p110δ e apresentando como subunidades regulatórias p50-55/p85. 

A classe IB é representada por dímeros contendo uma subunidade catalítica p110γ e 

uma subunidade regulatória que podes ser p101 ou p84 (HIRSCH et al, 2007). As enzimas 

desta classe, geralmente, fosforilam fosfatidilinositol-4,5- bifosfato (PIP2) gerando 

Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) (ENGELMAN et al, 2006). 

As enzimas PI3K classe II são monômeros, com massa molecular elevada devido ao 

tamanho dos seus terminais NH2 e COOH, entretanto, estas enzimas não possuem uma 

subunidade regulatória. A diferença entre as isoformas desta classe está na composição do 

terminal NH2 (FALASCA E MAFFUCCI, 2007) e as mesmas estão envolvidas na produção 

tanto de PIP3 quanto de PI3P (ENGELMAN et al, 2006). 

O representante da classe III de PI3K é conhecido como Vps34, primeiro descrito em 

Saccaromyces cerevisae, mas também está presente em mamíferos. A Vps34 está associada à 

outra proteína, Vps15 que é sua subunidade regulatória. A enzima Vps34 produz 

fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) a partir de Fosfatidilinositol (Pi) (ENGELMAN et al, 

2006), e está relacionada com autofagia durante privação de nutrientes, regulando a síntese 

destes, nestas condições. Para tanto, ativa a via do sistema mTOR (alvo mamífero para 

rapamicina) (BACKER, 2008). 

As classes de PI3K também diferem quanto a regulação metabólica celular, estando a 

classe I relacionada a vias de transdução de sinal, da membrana para o interior celular, as 

enzimas da classe II envolvidas com tráfego de vesículas (MAFFUCCI et al 2003, LINDMO 
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E STENMARK, 2006) e a classe III relacionada a mudança do perfil nutricional em 

condições de privação de nutrientes (BACKER, 2008). 

Outra importante constatação dos pesquisadores encontra-se na diferença entre o 

mecanismo de ativação destas enzimas. As enzimas da classe IA são ativadas por receptores 

tirosina cinase e GTPases da família Rho , enquanto que, as enzimas da classe IB (PI3Kγ) são 

ativadas por proteínas G (subunidade βγ), e ambas podem ser moduladas por Ras 

p21(HIRSCH et al, 2007). 

PI3K influenciam muitas ações celulares, estas ações variam de acordo com a célula 

em questão, resultando em numerosas possibilidades de sinalização intracelular, inclusive 

para muitos hormônios peptídicos e esteróides (HIRSCH et al, 2007). 

 

1.8.1. MECANISMO DE SINALIZAÇÃO VIA PI3K 

 

Os fosfoinositídeos gerados, através da fosforilação por PI3K, exercem seus efeitos 

intracelulares pela interação com proteínas que possuem um domínio homólogo à pleckstrina 

(PH), como PKB/Akt (ITOH et al, 2001; KOSHIBA et al, 2001; OVERDUIN et al, 2001). 

Após a estimulação celular, com conseqüente ativação de PI3K, a mesma fosforila 

PIP2 à PIP3, este fosfoinositídeo interage com o domínio PH presente na terminal NH2 de 

PKB/Akt. Esta interação não ativa diretamente a enzima cinase, entretanto expõe um sítio de 

tirosina e um de serina para que fosfoinositídeos cinases dependentes de cinases (PDK1 e 

PDK2/TORC2) os fosforilarem, respectivamente (MILBURN et al, 2003). Os inibidores de 

PI3K inespecíficos, wortmaninn e LY294002 reduzem a quantidade de PIP3, formado 

prevenindo a fosforilação e ativação de PKB/Akt (SALE et al, 2008).  
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Domínios homólogos à plesckstrina (PH) são pequenos módulos protéicos envolvidos 

no recrutamento de moléculas a membranas celulares, e neste caso relacionado à 

fosfoinositídeos específicos (OVERDUIN et al, 2001). A maioria das proteínas que possuem 

domínios PH requer associação à membrana para sua funcionalidade, e este domínio parece 

ter um papel na localização da sinalização próximo à membrana. Muitos estudos 

demonstraram que as proteínas que interagem através de domínios PH estão adjacentes ou 

alocadas na membrana, muitas vezes relacionadas à fosfoinositídeos (OVERDUIN et al, 

2001). Estes domínios PH estão presentes em proteínas cinases, GEFs (fatores de troca de 

GDP), GAPs (proteínas aceleradoras de GTPase), proteínas transportadoras de lipídeos e 

fosfolipases (COZIER et al, 2004). 

 

FIGURA 1.19: Síntese de fosfolipídeos (OVERDUIN et al, 2001). 
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1.8.2. PROTEÍNAS CINASES CLASSE IB (PI3Kγ) 

 

A classe p110γ/p101 PI3Kγ parece ser unicamente ativada por GPCR (subtipo Gi) 

sendo regulada pela subunidade Gβγ (CIRAOLO et al, 2008). Esta interação alostérica ocorre 

entre a subunidade Gβγ e a subunidade p110γ da PI3Kγ, e dispara a atividade da enzima 

cinase, mas é facilitada pela presença das subunidades regulatórias (BROCK et al, 2003) 

Entretanto as PI3K da classe IA também podem ser reguladas pelo GPCR, embora a via mais 

descrita para estas enzimas seja através de receptores Tirosina cinase (MURGA et al, 2000). 

PI3Kγ, além de sua atividade enzimática, também apresenta outras atividades 

associadas como controle da ativação de fosfodiesterase 3B podendo reduzir a concentração 

de AMPc (PATRUCCO et al, 2004, HIRSCH et al, 2006). 

A atividade da enzima PI3Kγ pode ser inibida através da utilização de bloqueadores 

como wortmaninn e LY294002, os quais diminuem a sinalização de receptores como para 

Angiotensina II (AT1) via PKB/Akt (TAKAHASHI et al, 1999), por exemplo. Também é 

relatado que PI3Kγ está envolvida na modulação do controle vascular sinalizado por 

angiotensina II em miócitos da veia porta hepática (LE BLANC et al, 2004), ação esta, que 

potencializa a abertura de canais de Ca
2+

 do tipo L, aumentando a entrada de Ca
2+

, via 

proteína Gi (Gβγ). Embora neste tecido encontrem-se expressas PI3Kγ e PI3Kα, foi 

demonstrado por diversos autores que a captação de Ca
2+

, via canal de cálcio dependente de 

voltagem do tipo L, ocorre através da ação do GPCR via PI3Kγ (MACREZ et al, 2001, 

QUIGNARD et al, 2001). Mecanismo similar foi relatado em cardiomiócitos por Naga Prasad 

(2000), onde angiotensina II atuou via PI3Kγ estimulando crescimento celular. Também foi 

demonstrado in vivo que a perda da expressão de PI3Kγ em camundongos, preveniu a 

hipertensão causada por Angiotensina II (VECCHIONE et al, 2005). 
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Alguns estudos, em diferentes tecidos, indicam ações estimulatórias ou inibitórias 

sobre a captação de Ca
2+

, utilizando o mecanismo Gβγ/PI3Kγ (IKEDA E DUNLAP, 1999; 

DE WAARD et al, 1997; TEDFORD E ZAMPONI et al, 1997, MACREZ et al, 1997, 

VIARD et al, 1999; VIARD et al 2001, ZHONG et al, 1999, DOLPHIN, 1998). 

Descontroles na concentração de fosfoinositídeos, gerados pelas isoformas de PI3K da 

classe I, estão envolvidos em vários mecanismos patogênicos como câncer, inflamação 

crônica, alergias, doenças metabólicas, diabetes e doenças cardiovasculares. Vários 

laboratórios farmacêuticos têm dispensado especial atenção no desenvolvimento de 

bloqueadores específicos para as isoformas de PI3K α, β e γ e suas proteínas associadas, na 

tentativa de isolar seus efeitos, produzindo medicamentos para as diversas patologias citadas 

acima. Alguns destes bloqueadores já estão em fase I de pesquisa clínica (tumores sólidos) e 

para supressão de dano após infarto do miocárdio (fase I e II de pesquisa clínica) (para revisão 

MARONE et al, 2008). 

 

1.8.3. PROTEÍNA CINASE B (PKB/AKT) 
 

PKB/Akt é uma cinase serina/treonina, da família das cinases AGC, que fosforila 

várias outras proteínas regulatórias subseqüentes, colaborando na sobrevivência celular, 

proliferação e mediando respostas metabólicas (TOKER, 2002), também atuando na 

diferenciação e migração celulares (YUN, 2009). 

Até o momento foram identificados 3 membros da família PKB/Akt (PKBα/Akt1; 

PKBβ/Akt2 e PKBγ/AKT3) codificados por três genes diferentes (YUN, 2009). Todos os 

membros desta família contêm um domínio homólogo à PH no terminal NH2 seguido de uma 

pequena região de ligação, uma região central catalítica (serina/treonina) e uma pequena 

região COOH terminal regulatória (domínio rico em prolina).  
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As isoformas de PKB/Akt apresentam no domínio PH, uma estrutura que acomoda o 

grupamento fosfato do PIP3, resultando na translocação da proteína cinase do citoplasma para 

a membrana. Nesta migração ocorre uma modificação em sua estrutura quaternária, expondo 

resíduos de treonina, aptos a serem fosforilados por PDK1 (RODRÍGUEZ-ESCUDERO et al, 

2009).  

Cada isoforma de PKB/Akt é fosforilada em um resíduo específico de treonina, no 

domínio catalítico (PKBα/Akt1: T308; PKBβ/Akt2:T309; PKBγ/Akt3:T305) o que leva a 

ativação parcial da enzima . Também é requerida uma segunda fosforilação no domínio 

hidrofóbico, para a atividade total da enzima, em um resíduo de serina que também varia de 

acordo com a isoforma (PKBα/Akt1:Ser473, PKBβ/Akt2:Ser474, and PKBγ/Akt3Ser472 ), 

esta segunda fosforilação é realizada por uma PDK2, que foi recentemente identificada como 

TORC2 (SARBASSOV et al, 2005). 

Não há ainda uma definição sobre a relação de isoformas específicas de PI3K e as três 

isoformas de PKB/Akt, já descritas em mamíferos, bem como ainda está pouco esclarecida, a 

diferenciação entre as isoformas através de ferramentas farmacológicas. Cada isoforma de 

PKB/Akt é expressa predominante em alguns tecidos; PKBα/Akt1 aparece em quase todos os 

tecidos testados, PKBβ/Akt2 está principalmente expresso em tecidos que respondem à 

insulina; e PKBγ/Akt3 prevalece em cérebro e testículos (RODRÍGUEZ-ESCUDERO et al, 

2009). 

Relaciona-se também isoformas específicas com alguns mecanismos como, 

PKBγ/Akt3 aparece implicada no desenvolvimento neuronal (TSCHOPP et al, 2005), 

PKBα/Akt1 relacionada a crescimento e longevidade (CHEN et al, 2001, CHO et al, 2001), e 

PKBβ/Akt2 como reguladora da homeostase da glicose in vivo, onde se sugere que na 
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ausência desta cinase ocorra diabetes tipo II em camundongos (Cho et al. 2001b) e em 

Humanos (GEORGE et al, 2004). 

 

1.8.4. MECANISMO DE ATIVAÇÃO DE PI3K POR FSH EM CÉLULAS DE SERTOLI 

 

Há muitas evidências que indicam que FSH atua na célula de Sertoli de maneira 

independente da ativação da proteína Gs e do aumento de AMPc e PKA (RICHARDS et al, 

2001; GONZALEZ-ROBAYNA et al, 2000; ULLOA-AGUIRRE et al, 2007). Sabe-se que 

FSH estimula a formação de IP3 (QUIRK E REICHERT, 1988) e que formas glicosiladas 

modificadas de FSH inibem as ações estimuladas por PKA (AREY et al, 1997), sugerindo 

uma potencial associação do FSHR com outras proteínas G. 

Em células de Sertoli, FSH aumenta a concentração de PKB/Akt fosforilada por PI3K, 

sendo esta ação independente de IGF-1. O estímulo de FSH via PI3K relatado é inibido por 

wortmaninn e LY294002, inibidores da proteína cinase (MERONI et al, 2004). 

Muitas hipóteses foram aventadas para explicar esta “nova” rota de sinalização para o 

FSH nas células de Sertoli. Foi descrito por Babu e colaboradores (1999) que o FSHR exibiria 

um splicing alternativo exibindo uma estrutura de receptor como fator de crescimento, 

clonados e identificados em testículos. Vários autores, na tentativa de relacionar esta via 

diferenciada à Adenilil ciclase/AMPc, especularam que este fenômeno estaria relacionado ao 

aumento de AMPc, produzindo uma pós-ativação via Gαs , independente de PKA e 

dependente de PI3K (GONZALEZ-ROBAYNA et al, 2000). Richards e colaboradores (2001) 

propuseram que esta ação estaria relacionada a proteínas G monoméricas associadas ao 

GPCR.  
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Observa-se o aumento de AMPc e PKB/Akt através do estímulo de FSH, mas não há 

ainda mecanismo descrito de qual a relação entre AMPc e PI3K nestas células, os dados 

existentes só corroboram a relação entre FSH e PI3K isoladamente em células de Sertoli e 

célula da granulosa de ovários (MERONI et al, 2004). Em outro estudo, este grupo de 

pesquisadores descreveu que o estímulo de FSH sobre a produção de lactato e transferrina é 

parcialmente bloqueada em células de Sertoli pré-incubadas com wortmaninn (MERONI et 

al, 2002), relacionando ao mesmo mecanismo que Gonzalez-Robayna e colaboradores 

descreveram (2000), citado acima. Outro relato sobre a ação de FSH aumentando a ação de 

PI3K foi feito por Khan e colaboradores (2002), onde a habilidade do FSH em estimular a via 

do fosfoinositídeo cinase estaria relacionada ao estímulo de FSH na síntese e secreção de IGF 

e na redução da secreção de IGFBP3, o que já foi descartado por outros pesquisadores 

(MERONI et al, 2004).  

Em células da granulosa, em ovários, foi investigada a ação de FSH e TGFβ nas vias 

que estimulam AMPc e PI3K, os autores descrevem que FSH aumentou a ação de PI3Ke a 

fosforilação de PKB/Akt (serina 473), mTOR (serina 2481) e S6K (T389), e ainda a 

transcrição dos fatores FoxO1 e FoxO3a, ações que foram bloqueadas por wortmaninn , mas 

não por inibidores de PKA (PKAI). Relataram, também, que a inibição provocada pelos 

PKAI, na ação de FSH induzindo a fosforilação de CREB (via AMPc) foi anulada por 

wortmaninn, indicando uma delicada relação entre as vias intracelulares nestas células, e este 

mecanismo também pode ocorrer em muitos outros tecidos (CHEN et al, 2007). 

A via de sinalização PI3K/PKB(Akt) é estimulada por FSH (via GPCR) e IGF-1 (via 

receptor tirosina cinase-RTK), entretanto, como já descrito neste trabalho, há várias isoformas 

de PI3K e PKB que podem estar associadas aos dois hormônios de forma diferenciada, uma 

vez que GPCR estão associados a PI3Kγ e RTK , associados a PI3Kα e PI3Kβ (CHO et al, 

2001). 
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Ainda é importante observar que estas ações realizadas por FSH variam conforme o 

estágio de desenvolvimento das gônadas. O estímulo de FSH na via MAPK/ERK pode ser 

inibitório ou estimulatório, dependendo do estado de maturação das células de Sertoli 

(CREPIEUX et al, 2001). O efeito de FSH na captação de Ca
2+

 e no transporte de 

aminoácidos neutros, nestas células, também varia de acordo com a idade, sendo estimulado 

só no período pré-púbere (IRUSTA E WASSERMANN, 1974; PEREZ-SANCHEZ E 

WASSERMANN, 1981; WASSERMANN et al, 1992a; DAHIA E RAO, 2006). 

Na literatura há uma gama de artigos descrevendo que os receptores acoplados à 

proteína G podem sinalizar através de mais de uma proteína G associada, e que esta variação 

pode estar relacionada como estágio de desenvolvimento celular ou com o metabolismo 

celular. Logo, para este mecanismo de estímulo do FSH na ação de PI3Kγ, pode–se sugerir o 

envolvimento da proteína Gi, interagindo com isoformas diferentes de FSH (diferentes 

glicosilações e ponto isoelétrico básico) (AREY et al, 1997). Este mecanismo ocorre através 

de subunidade Gβγ associada ao GPCR, mecanismo já descrito para muitos outros tecidos, 

sobretudo como na sinalização de Angiotensina II em tecido vascular (VECCHIONE et al, 

2005) e receptores β-adrenérgicos em tecido cardíaco (XIAO et al, 1995, VIARD et al, 2001) 

e em tecido vascular (MACREZ et al, 1997). 
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1.9. CANAIS DE CÁLCIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM (CCDV) 

 

Canais de cálcio dependentes de voltagem (CCDV) estão presentes em diversos 

processos fisiológicos e patológicos, em muitos tipos celulares. Estes canais são estruturas 

que medeiam o influxo de cálcio em resposta à despolarização da membrana e regulam 

processos intracelulares como contração, secreção, neurotransmissão e expressão gênica nas 

mais diferentes células (CATERALL et al, 2005). A atividade dos CCDV é essencial para 

acoplar sinalização elétrica com eventos fisiológicos celulares. 

O primeiro relato da existência destes canais foi realizado por Paul Fatt e Bernard Katz 

(1953) onde, em músculos de crustáceo, após a inibição das correntes de Na
+
, o músculo 

ainda apresentava potenciais de ação. Após esta observação, outros pesquisadores 

identificaram outros subtipos de canais em células excitáveis (FATT E GINSBORG, 1958), e 

os canais dependentes de voltagem foram classificados de diferentes modos (CATERALL et 

al, 2005). 

Os CCDV pertencem à superfamília de canais iônicos protéicos transmembrana, na 

qual estão incluídos os canais de potássio e sódio dependentes de voltagem (YU E 

CATERALL, 2004). Na década de 1980, a estrutura protéica dos CCDV foi purificada e 

foram identificadas as diversas subunidades que compõe o canal (BORSOTTO et al. 1985; 

FLOCKERZI et al, 1986; SIEBER et al, 1987;TAKAHASHI et al, 1987; VAGHY et al, 

1987; LEUNG et al, 1988).  

A principal subunidade dos CCDV é chamada de subunidade α1, e as subunidades 

auxiliares são conhecidas como β, α2, δ e γ. Sendo identificados, até agora, 10 genes para a 
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subunidade α1, 4 genes para a subunidade β, 4 genes para o complexo α2δ e 8 genes para a 

subunidade γ (HOFFMANN et al, 1999) (FIG 1.20). 

A subunidade α1 é a maior delas, e nela estão incluídos os sensores de voltagem, o 

poro de condução iônica e o componente de portão do canal. Além dos locais de regulação do 

canal, por drogas e toxinas. As subunidades auxiliares modulam as propriedades do complexo 

canal, gerando a diversidade eletrofisiológica e farmacológica, em associação com a 

subunidade α1 (HOFMANN et al, 1999). 

 

FIGURA 1.20: Representações do Cav1 e suas subunidades (adaptado de DOLPHIN, 2006 e 

CATERALL et al, 2005). 

 



92 
 

 

1.9.1. CLASSIFICAÇÃO DOS CCDV 
 

1.9.1.1. Classificação Farmacológica 

 

Em virtude da existência de múltiplos subtipos deste canal iônico, foram utilizadas, a 

princípio, ferramentas farmacológicas para sua identificação. O primeiro antagonista, descrito 

por Albrecht Fleckenstein na década de 1960 (FLECKENSTEIN, 1983), foi uma 

fenilalquilamina (FAA), Verapamil. Fleckenstein criou o termo “antagonista de cálcio” para 

qualquer droga que bloqueasse o acoplamento excitação-contração da mesma forma que a 

remoção de cálcio extracelular (FLECKENSTEIN, 1983). O mesmo pesquisador também 

identificou a nifedipina como antagonista de cálcio, sendo esta a primeira molécula da classe 

1,4-dihidropiridinas (DHP). Além destas classes também são descritos como antagonistas de 

CCDV as Benzotiazepinas (BTZ).  

Estas diversas classes são utilizadas, na clínica, como drogas antihipertensivas e 

antianginosas (DOLPHIN, 1998) e apresentam diferentes afinidades pelos diversos subtipos 

de CCDV (para revisão ver CATERALL et al, 2005). A subunidade α1 dos CCDV é o local 

de ligação dos fármacos citados (DHP,FAA e BTZ), entretanto estas drogas agem de forma 

não competitiva no mesmo, ou seja atuam em locais diferentes. Também é relatado que 

agonistas dos CCDV, como o BayK 8644, agem em outros sítios na mesma subunidade, 

interferindo na ação dos antagonistas de maneira alostérica (ZAHRADNÍKOVÁ et al, 2007). 

As FAA são bloqueadores agem no poro do canal situado no lado intracelular, os 

autores fazem uma analogia deste mecanismo com a ação de anestésicos locais em canais de 

sódio dependentes de voltagem (HOCKERMAN et al, 1997; HOFMANN et al, 1999), 

bloqueando por oclusão o poro de permeação iônica do canal (HOCKERMAN et al, 1997, 
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LIPKIND E FOZZARD, 2003). As FAA diminuem o bloqueio do canal pelas DPH de 

maneira alostérica (GLOSSMANN E STRIESSNIG, 1990).  

As DHP, tanto agonistas como antagonistas, agem de forma alostérica levando o canal 

à maior probabilidade de abertura ou fechamento do poro, respectivamente, o local de ligação 

destes fármacos situa-se no segmento S6 (domínios III e IV) e segmento S5 (domínio III) (FIG 

1.21). As DHP e FAA têm seus sítios de ligação muito próximos, inclusive partilhando alguns 

aminoácidos comuns. As BTZ, como o diltiazem, ligam-se a um terceiro local em sítios 

extracelulares ligados a seqüência de aminoácidos entre, o segmento S5 e S6 (domínio IV), 

descrito em Cav1.1 (WATANABE et al, 1993). Corroborando este dado, Kurokawa e 

colaboradores (1997) relataram que uma BTZ (1,5-BTZ DTZ417) bloqueou o canal tipo L em 

tecido cardíaco aplicado no meio extracelular. 

 

FIGURA 1.21: Locais de interação entre aminoácidos e DHP( vermelho); FAA (lilás), 

FAA+BTZ (amarelo), DHP+FAA (azul) e com os três bloqueadores DHP+FAA+BTZ (verde) 

(BIEL et al. 1990). 
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1.9.1.2. Classificação de Acordo com o Tipo de Corrente de Cálcio 

 

Além desta diferenciação farmacológica, também foram observados dois componentes 

nas correntes de cálcio, através destes canais (CARBONE E LUX, 1984; FEDULOVA et al, 

1985). Carbone e Lux (1984) utilizaram os termos “ativados por baixa voltagem” (LVA) e 

“ativados por alta voltagem” (HVA) para descrever estes componentes. Utilizando 

ferramentas farmacológicas adicionais, foram classificados subtipos a partir deste conceito, 

onde certos canais HVA lentos foram chamados de canais Tipo L, sendo sensíveis a 

dihidropiridinas (bloqueio/ativação) (HESS et al, 1984). Hess e colaboradores descreveram 

também um agonista destes canais Tipo L, BayK 8644. Entretanto em neurônios, alguns 

canais HVA, não são bloqueados por DHP e não apresentam o comportamento cinético de 

ativação e inativação dos canais Tipo L.  

Entre estes canais foram observados outros subtipos de CCDV como os canais tipos N 

(para canais não L e Neuronais), bloqueados por ω-conotoxinas (GVIA, MVIIA e CVID) 

isoladas de vários venenos de molusco marinhos, entre eles o Conus geographus) 

(NOWYCKY et al, 1985; OLIVERA et al, 1984; MINTZ et al, 1991; FENG et al, 2003). 

Estes canais estão localizados preferencialmente no sistema nervoso, atuando na transmissão 

sináptica. Um exemplo de atuação destes canais ocorre no mecanismo de ação da morfina que 

através de seu receptor µ inibe a corrente em canais de cálcio tipo N (Cav2.2) (ALTIER E 

ZAMPONI, 2004). 

Outro canal, este como inativação muito lenta, foi identificado nas células de Purkinje 

do cerebelo, sendo insensível tanto à DHP quanto à ω-conotoxina. Este canal foi nomeado 

canal tipo P (Purkinje), sendo sensível a ω-agatoxina IVA (fração do veneno da aranha 

Agelenopsis aperta (HILLMAN et al, 1991; CHERKSEY et al, 1991; MINTZ  et al, 1992). 
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Adicionalmente foi identificado um canal sensível a ω-agatoxina, mas com um 

componente de inativação mais rápido e com baixa afinidade pela toxina, chamado 

originalmente de canal tipo Q (RANDALL E TSIEN, 1995), entretanto devido às suas 

características moleculares semelhantes com a estrutura do canal tipo P, provavelmente 

oriundas de splincing alternativos, os mesmos aparecem combinados, considera-se então o 

canal P/Q (BOURINET et al, 1999). Outros canais com correntes de cálcio insensíveis à DHP 

e as toxinas citadas acima são chamados de canais tipo R (residuais) (RANDALL E TSIEN, 

1995). Estes canais são bloqueados por SNX-482, uma toxina sintética derivada de veneno da 

aranha tarântula, estando estes canais presentes em dendritos (CATTERALL et al, 2005).  

Canais LVA são caracterizados por apresentarem potenciais limiares em torno de -

60mV, valor de potencial no qual os canais abrem e são inativados rapidamente, entretanto 

com uma pequena condutância ao cálcio. Em virtude destas características cinéticas foram 

chamados de canais Tipo T (transientes) (LACINOVÁ, 2005). Estes canais são bloqueados 

por cátions como Ni
2+

, Cd
2+

 , mibefradil.  

Bloqueadores de outros CCDV também podem atuar como o verapamil bloqueando o 

canal Cav3.2 (WILLIAMS et al, 1999). Muitos fármacos têm como alvo subtipos específicos 

destes canais como os anticonvulsivantes fenitoína, etossuximida (LACINOVA, 2005); 

anestésicos com propofol, pentobarbital, tiopental e penobarbital (TODOROVIC et al, 2000), 

a toxina tetrodotoxina (TTX) (LACINOVA, 2005); ácido araquidônico e amilorida inibindo 

os canais Cav3.1 (ZHANG et al, 2000, TALAVERA et al, 2004; WILLIAMS et al, 1999; 

LACINOVÁ, 2005). Bem como fármacos antipsicóticos inibindo as três isoformas descritas 

de Cav3(Pimozida, Haloperidol, Flunarizina) (SANTI et al, 2002; OSIPENKO et al, 2003) e 

anandamida (CHEMIN et al, 2001). 
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1.9.1.3. Classificação Molecular 

 

Para unificar a nomenclatura dos CCDV, foi proposta uma classificação baseadas na 

estrutura da subunidade α1, onde α1S refere-se a isoforma descrita em músculos esqueléticos e 

as isoformas α1A e α1E (BIRNBAUMER et al, 1994). Em 2000, foi adotada uma 

nomenclatura baseada na classificação utilizada para canais de potássio (CHANDY E 

GUTMAN, 1993, ERTEL et al, 2000). Nesta classificação, que é sistemática, utiliza-se o 

símbolo químico do Cálcio (Ca) para definir o íon, a designação de dependência de voltagem 

(Cav), e um sistema numérico relacionado ao gene da subfamília da subunidade α1 (1 à 3 até o 

momento).  

Na subfamília Cav1 estão incluídos os canais tipo L contendo as subunidades α1S, α1C, 

α1D, α1F (Cav 1.1-Cav1.4 respectivamente). A subfamília Cav2 (Cav2.1-Cav2.3) inclui canais que 

contém as subunidades α1A, α1B e α1E mediando as correntes de cálcio através dos canais 

Tipo P/Q (Cav2.1), N (Cav2.2) e R (Cav2.3). E na subfamília Cav3 (Cav3.1-3.3) incluídos canais com 

as subunidades α1G, α1H e α1I, os quais medeiam correntes de cálcio através de canais tipo T 

(ERTEL et al, 2000) (FIG1.22). 

 

FIGURA 1.22: Classificação dos Canais de Cálcio dependentes de voltagem (CATTERAL et 

al, 2005). 
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1.9.2. SUBUNIDADES AUXILIARES DOS CCDV 
 

1.9.2.1. Subunidade β 

 

As subunidades Cavβ têm efeitos diretos sobre as propriedades dos HVA (Cav1 e Cav2), 

incluindo tráfego do complexo canal para a membrana palsmática e modificações cinéticas e 

relacionadas às propriedades dependentes de voltagem (DOLPHIN, 2003). Já foram clonadas 

quatro subunidades (β1-β4) em diversos tecidos e com diferentes funções 

(DRESVIANNIKOV et al, 2009). 

Enquanto a subunidade α1 dos Cav contém as propriedades que caracterizam os 

determinantes de dependência de voltagem e inativação, a associação com diferentes 

isoformas de subunidades β influencia, principalmente, na cinética de inativação do canal. 

As subunidades Cavβ contêm dois domínios conservados ligados ao terminal N, ao 

terminal C e centralmente localizado na porção intracelular. Estudos indicam que esta 

subunidade contém domínios com características homólogas a Src-3 (SH3) ligados ao 

domínio como guanilato cinase (GK) (HANLON et al, 1999, DRESVIANNIKOV et al, 

2009). 

Todos os quatro tipos de subunidades β, já descritas, são ativadas por potenciais mais 

negativos, colaborando para a abertura do canal e na sua velocidade de fechamento 

(inativação). Em geral a presença das subunidades β1, β3 e β4 hiperpolarizam a dependência 

de voltagem da inativação, tornando os canais inativos em potenciais mais negativos, o que 

aumenta a cinética de inativação. Enquanto que a subunidade β2a despolariza a dependência 

de voltagem da inativação, tornando os potenciais mais positivos e reduzindo a cinética de 

inativação (LACINOVÁ, 2005).  
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1.9.2.2. Subunidades α2δ 

 

Quatro genes para as subunidades α2δ (α2δ1-α2δ4) já foram clonados, distribuídos em 

músculos esqueléticos, neurônios e tecido cardíaco (ARIKKATH E CAMPBELL, 2003; 

CANTI et al, 2003; KLUGBAUER et al, 2003). Estão associadas a canais CCDV tipo L, N e 

P/Q, e ao tipo T, nestes últimos acelerando a inativação do canal (GAO et al, 2000; HOBOM 

et al, 2000). Há poucos dados conclusivos sobre a função desta subunidade, entretanto é 

descrito que ela parece modular a interação com bloqueadores dos CCDV (MOULD et al, 

2004; DRESVIANNIKOV et al, 2009). 

 

1.9.2.3. Subunidade γ 

As subunidades γ são proteínas integrais de membrana. A subunidade original, 

primeiro identificada (γ1) consiste de 222 aminoácidos e foi purificada de músculo esquelético 

de coelhos (BOSSE et al, 1990; JAY et al, 1990). Após identificou-se outra isoforma desta 

subunidade em cérebros (γ2) com apenas 25% da indentidade de γ1 (LETTS et al, 1998). E 

isoformas adicionais foram sendo identificadas (γ3-γ5), tendo hoje 5 representantes 

(KLUGBAUER et al, 2000). Algumas das isoformas foram relacionadas à subunidades já 

existentes (γ6,γ7,γ8 à γ1,γ5,γ4, respectivamente) (BURGESS et al, 2001).  

Entretanto ainda não está definido o papel desta subunidade na funcionalidade dos 

CCDV (DRESVIANNIKOV et al, 2009). 
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1.9.3. CANAIS DE CÁLCIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM CAV1 (TIPO L) 

 

Originalmente caracterizados por sua sensibilidade à DHP e por apresentarem uma 

condutância prolongada (long lasting) após a abertura do canal (NOWYCKY et al, 1985), 

compondo esta classe estão quatro diferentes canais (Cav1.1- Cav1.4) (ERTEL et al, 2000). 

Os canais de cálcio dependentes de voltagem tipo L (Cav1.n) tem uma estrutura 

homóloga aos demais CCDV , entretanto a composição de suas subunidades varia de acordo 

com o tecido e, conseqüentemente, varia sua função. Por exemplo, Cav1.2 pode ser coexpresso 

com várias subunidades β e α2δ, e estudos de coexpressão heteróloga demonstraram que as 4 

subunidades β já forma encontradas em associação com o CCDV, com diferentes voltagens de 

inativação e afinidades pelos antagonistas (LACINOVÁ, 2005). 

Como outros CCDV, canais Cav1 tem uma subunidade α1 que determina as 

propriedades fisiológicas e farmacológicas destes canais (CATTERALL, 2000). Esta 

subunidade associa-se às subunidades auxiliares, as quais facilitam a localização do canal na 

membrana plasmática e influenciam na ativação e inativação em relação à dependência de 

voltagem (BIRNBAUMER et al, 1998; CATTERALL, 2000, RICHARDS et al, 2004). 

Além da diversidade da composição das subunidades (SAFA, 2001; LIPSCOMBE et 

al, 2002; TANG et al, 2004, SHEN et al, 2006), outros fatores podem influenciar e modular a 

atividade do canal, como a presença de determinados fosfolipídeos e modificações pós-

translacionais (KAMP E HELL, 2000; PITT, 2007). A atividade dos Cav1 também podem ser 

modificadas por hormônios, neurotransmissores e mediadores acoplados à GPCR (MACREZ 

et al, 1997; DE WAARD et al, 1997; VIARD et al, 1999), sendo que há relatos de que ambas 

as subunidades provenientes da ativação do GPCR (Gα e Gβγ), através de diferentes efetores, 

podem exercer esta modulação de Cav1 (CALLAGHAN, 2006). 
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1.9.3.1. Modulação dos CCDV por Gβγ/PI3K 

 

Muitos estudos têm indicado que a subunidade Gβγ da proteína G é a responsável pela 

modulação da atividade de CCDV (DRESVIANNIKOV et al, 2009; TEDFORD E 

ZAMPONI, 2006); e tem sido proposto que Gβγ age de forma direta competindo com a 

subunidade β pela ligação na região de interação no domínio α (AID) (na subunidade α1) para 

canais tipo Cav1 e Cav2 (PRAGNELL et al, 1994). Entretanto, muitos efetores ativados por 

Gβγ foram identificados nos últimos anos, incluindo o estímulo sobre PI3K classe I 

(CLAPHAM E NEER, 1997; VANHAESEBROECK et al, 1997 VIARD et al, 1999) e PKC 

(KAMP E HELL, 2000). 

Dados experimentais demonstraram, em miócitos vasculares, que a infusão 

intracelular de PI3Kγ, enzimaticamente ativa, aumentou tanto a formação de PIP3 a partir de 

PIP2(γ3-γ5), quanto a entrada de cargas positivas (Ba
2+

), da mesma maneira que a subunidade 

Gβγ. Os mesmos autores demonstraram em estudos de patch clamp, que na presença da 

subunidade Gβγ houve um aumento da produção de PIP3, relacionado ao aumento da 

atividade de PI3Kγ, sendo este estímulo dependente da dose (FIG 1.23). Também foi 

demonstrado que wortmannin (inibidor de PI3K) inibiu a ação da subunidade Gβγ, citada 

acima, onde a síntese de PIP3, nesta preparação, foi restaurada com baixas doses de PI3Kγ na 

ausência do bloqueador (VIARD et al, 1999). 
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FIGURA 1.23: Relação entre a subunidade Gβγ da proteína Gi com o aumento da atividade de 

PI3K e a fosforilação de PIP3 em miócitos vasculares (adaptado de VIARD et al, 1999). 

 

Também é descrito na literatura que a condutância através de CCDV tipo L (Cav1) 

pode ser estimulada por PKC em músculo liso (CHIEN et al, 1995). Em tecido vascular, a 

aplicação intracelular de subunidades Gβγ purificadas ativou Cav1, tanto via PKC (através da 

aplicação de seu ativador PMA), quanto de maneira independente de PKC, através da 

estimulação de PI3Kγ. A ação independente de PKC, via Gβγ/PI3Kγ, não foi mediada por 

AMPc, pois H89 (inibidor de cinases dependentes de AMPc) não bloqueou o estímulo via 

PI3Kγ na corrente de Ba
2+

 (íon utilizado para estudar condutância através de Cav1) (VIARD et 

al, 1999). 

Bommakanti e colaboradores (2000) relataram, em estudos utilizando cultura de 

linhagens de células de mamíferos HEK-293 e COS-7 transfectadas com receptores β2 

adrenérgicos, que a ação agonista sobre o receptor induziu a fosforilação da PKB/Akt na 

serina 473 da cinase, verificada através de imunobloting , sendo este efeito bloqueado por 

LY294002 (bloqueador de PI3K inespecífico). Também foi demonstrado que isoproterenol 

(agonista adrenérgico) não teve seu efeito sobre a atividade de PI3K mimetizado pela ação da 

subunidade Gαs (através de forscolina, Gαs ou estímulo da GTPase). Entretanto, o estímulo 
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sobre PI3Kγ foi bloqueado por propanolol (bloqueador de receptor β-adrenérgico), sugerindo 

que esta ação seja mediada pela subunidade Gβγ. 

Outros autores relacionaram o receptor β2-adrenérgico ao Cav1 através da dissociação 

da subunidade Gβγ ativando PI3Kγ/PKB(Akt), modulando a condutância nestes canais 

(VECCHIONE et al, 2005; MACREZ et al,1997; LE BLANC et al, 2004, CATALUCCI et 

al, 2009). Embora o mecanismo de ação de PKB/Akt no canal ainda não esteja definido 

(CATALUCCI et al, 2009). 
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1.10. PROTEÍNAS TRANSPORTADORAS DE AMINOÁCIDOS  

 

Os primeiros estudos sistemáticos sobre os sistemas de transporte de aminoácidos, 

através de membranas plasmáticas, foram realizados em células de Ehrlich (ascites) por 

Christensen e colaboradores, entre as décadas de 1950 e 1960 (CHRISTENSEN et al, 1973; 

CHRISTENSEN, 1979). Trabalhos adicionais foram realizados por diversos pesquisadores 

para caracterizar o transporte de aminoácidos nos mais diversos tipos celulares, da mesma 

forma que nas células de Sertoli (IRUSTA E WASSERMANN, 1974; PEREZ-SANCHÉS E 

WASSERMANN, 1981; WASSERMANN E LOSS, 1989; WASSERMANN et al, 1992a). 

Entre os diversos sistemas de proteínas transportadoras de aminoácidos, algumas 

propriedades gerais foram estabelecidas como a alta estéreo seletividade, onde aminoácidos 

levógiros (L-aminoácidos) são mais rapidamente transportados do que os aminoácidos que 

desviam a luz polarizada para a direita. Da mesma forma, foi determinado que os sistemas de 

transporte de aminoácidos tem uma baixa especificidade, quando comparados com a maioria 

das enzimas, ou seja, em uma mesma célula há diferentes tipos de transportadores e cada um 

pode transportar vários aminoácidos diferentes, entretanto com caracteríticas químicas e 

estruturais comuns entre eles (McGIVAN E PASTOR-ANGLADA, 1994). Além disto, estes 

transportadores dividem-se em duas categorias gerais: transporte do tipo uniporte de 

aminoácidos e o transporte simporte acoplado à Na
+
. Neste simporte, o gradiente de Na

+
 

determina o transporte de aminoácidos através da membrana (HYDE et al, 2003). 

A configuração da estrutura química, bem como a característica iônica do aminoácido, 

são fatores que determinam o tipo de transportador desta molécula, através da membrana. 

Há quatro principais sistemas de transporte de aminoácidos neutros (zwitteriônicos-

com carga residual igual a 0 (zero) em células mamíferas (HYDE et al, 2003). O Sistema 
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ASC, que preferencialmente transporta alanina, serina e cisteína, mas pode reconhecer outros 

aminoácidos alifáticos, é dependente de cotransporte com Na
+
 (KILBERG E HAUSSINGER, 

1992). O Sistema L reconhece e transporta aminoácidos de cadeias ramificadas e aminoácidos 

aromáticos (MCGIVAN, 1992), sendo independente de Na
+
, além disto, ambos os sistemas 

citados podem atuar como trocadores de aminoácidos. 

O sistema A, o qual transporta aminoácidos neutros de forma dependente de Na
+
, 

particularmente alanina, serina e glutamina (REIMER et al, 2000) é muito similar ao sistema 

N, entretanto este medeia a captação de glutamina, histidina e asparagina (KILBERG et al, 

1980) e também é um trocador de próton, íon que atua no cotransporte com 

Na
+
(CHAUDHRY et al, 2000). 

Os sistemas A e N têm suas atividades exercidas por estruturas pertencentes à família 

de proteínas transportadoras relacionadas ao gene SLC38. Há descritas três diferentes 

isoformas para os transportadores do sistema A (SNAT1, 2 e 4; conhecidas anteriormente 

como ATA1-3 ou SAT1-3, respectivamente) (BAIRD et al, 2006) e duas isoformas do 

sistema N (SNAT 3,5 conhecidas anteriormente como SN1 e SN2, respectivamente) (BAIRD 

et al, 2006). O sistema A apresenta uma estequiometria de 1:1 em relação ao cotransporte 

com Na
+
, sendo a isoforma SNAT2 a mais prevalente, mediando respostas aos estímulos 

endócrinos e nutricionais (HYDE et al, 2007). 

Os sistemas A e N têm algumas características particulares, como serem inibidos em 

pH baixos (BAIRD et al, 2006); além de reconhecerem aminoácidos N-metilados, como o 

aminoácido metil amino isobutírico (MeAIB), análogo não metabolizável da alanina, utilizado 

para o estudo destes sistemas (CHRISTENSEN et al,. 1965;IRUSTA E WASSERMANN, 

1974; REIMER et al, 2006).  

Vários hormônios são hábeis na regulação do sistema A de transporte, como o FSH 

nas células de Sertoli, modificando a velocidade na captação dos aminoácidos neutros através 
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do transportador, e gerando alterações na expressão gênica através desta sinalização hormonal 

(WASSERMANN et al, 1992a). Na análise da cinética de captação de [
14

C]MeAIB 

estimulada por FSH, nas células de Sertoli, observou-se que a ação hormonal causou um 

aumento no Vmáx , indicando uma maior atividade no transportador (SILVA et al, 2002). Este 

efeito do FSH iniciou em 120 segundos, sendo máximo em torno de 15 minutos, dados que 

sugerem a existência prévia dos transportadores na membrana plasmática (SILVA E 

WASSERMANN, 1999). O aumento da velocidade de transporte dos aminoácidos estimulado 

por FSH, nas células de Sertoli, ocorreu em resposta à variação bifásica do potencial de 

membrana na presença do hormônio, estando principalmente relacionado à despolarização, 

subseqüente a rápida hiperpolarização inicial (WASSERMANN et al, 1992b). 

O sistema A também participa dos processos de regulações adaptativas, proliferação 

celular e choque hipertônico, sugerindo-se que tenha um papel importante na homeostase 

celular (HYDE et al, 2007). 

Aminoácidos básicos e ácidos são transportados em sistemas distintos dos 

aminoácidos neutros. Certos aminoácidos catiônicos, como L-arginina e L-ornitina são 

importantes para a função testicular. As poliaminas: putrecsina, espermidina e espermina 

estimulam o crescimento gonadal, sendo geradas a partir da ornitina, e desempenham um 

importante papel na síntese de DNA durante a espermatogênese (IVANOV et al, 2000; 

PARVINEN, 1993). 

Os principais transportadores de aminoácidos catiônicos são y
+
, y

+
L e b

0+
 e B

0+
, os 

quais diferem entre si através de suas especificidades e afinidades pelos substratos e pela 

dependência no cotransporte com Na
+
 (CÉREC et al, 2007). Os transportes de aminoácidos 

aniônicos e outros ânions orgânicos são realizados pelo sistema OAT (transportador de ânions 

orgânicos) (SRIMAROENG et al, 2008). 
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1.10.1. TRANSPORTE DE AMINOÁCIDOS ESTIMULADOS POR FSH EM CÉLULAS DE SERTOLI 
 

O transporte de aminoácidos neutros ([
14

C]MeAIB e [
14

C]AIB), através do sistema A, 

é estimulado por FSH em células de Sertoli de ratos com 10,15 e 20 dias de idade, não sendo 

observado em células de Sertoli de ratos com 5 ou 25 dias (IRUSTA E WASSERMANN, 

1974; PEREZ-SANCHEZ E WASSERMANN, 1981). Esta gonadotrofina não foi efetiva no 

estímulo deste transporte quando o meio de incubação estava isento de Na
+
, além de não 

estimular a captação de [
14

C]Cicloleucina nas células de Sertoli de ratos de 12 dias de idade. 

Estes dados permitiram aos autores concluírem que FSH estimula o transporte de aminoácidos 

através do sistema A, de forma dependente de Na
+
, que é característica deste sistema, 

entretanto FSH com não atua através do sistema L nem no ASC (DA CRUZ-CURTE E 

WASSERMANN, 1985). 

Além destas ações, também é relatado na literatura que baixas concentrações de Na
+
 

no meio de incubação reduz a captação de aminoácidos pelos testículos, reduzindo a resposta 

do FSH nesta ação. Embora a síntese de proteínas e a ação do FSH sobre este mecanismo não 

estar alterada. Da mesma forma, os autores relataram que a administração subcutânea de 

Testosterona, em ratos de 15 dias de idade, aumentou a síntese de proteínas, sem modificar a 

captação de aminoácidos. A mesma resposta foi demonstrada, através da adição no meio de 

incubação, de DbAMPc (1mM) e glicose (14mM) em testículos de ratos imaturos 

(SPRITZER E WASSERMANN, 1985).  

Estudos in vitro corroboraram estes dados, demonstrando que a Testosterona também 

não estimula a captação de aminoácidos neutros em célula de Sertoli (VON LEDEBUR et al, 

2002), entretanto o esteróide aumentou a captação de 
45

Ca
2+

, em técnicas que utilizaram 

células isoladas e testículos inteiros (LOSS et al, 2004).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Spritzer%20PM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Estes dados demonstram que a captação de aminoácido pelas células de Sertoli de 

ratos imaturos e a síntese protéica, estimuladas nestas células, parecem ocorrer através de 

mecanismos independentes, reguladas por fatores diferentes. Entretanto este ponto ainda 

precisa ser elucidado. 

O efeito estimulatório de FSH sobre a captação de aminoácidos é anulado quando 

ocorre o bloqueio de CCDV por verapamil, Co
2+ 

ou Ni
2+

 (WASSERMANN et al, 1992a, 

WASSERMANN E LOSS, 1989). Os mesmos pesquisadores demonstraram, através da 

técnica eletrofisiológica de registro intracelular, que o FSH estimula nas células de Sertoli, 

uma rápida hiperpolarização, seguida de uma despolarização prolongada, sendo esta última 

resposta aumentada quando adicionado ao meio MeAIB. Tanto a ação despolarizante, quanto 

o aumento desta pelo aminoácido, foram anuladas na presença de verapamil 

(WASSERMANN et al, 1992b). Estes resultados relacionam a captação de 
45

Ca
2+

 com o 

transporte de aminoácidos, através do sistema A, estimulados pelo FSH em células de Sertoli.  

Ação semelhante é relatada na captação de [
3
H]Taurina em linhagens de células de 

osteoblastos, onde o aumento de cálcio no meio extracelular estimula 1,7 vezes a captação 

deste aminoácido. A captação de taurina é bloqueada na presença de bloqueadores de CCDV 

do tipo L (Cav1) (KANG, 2009). 

Entretanto a ligação entre a captação de cálcio, através dos Cav1, e o estímulo do 

transporte de aminoácido via sistema A ainda permanece desconhecida. 
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2. OBJETIVOS: 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Analisar os eventos pós-receptores envolvendo as ações do FSH e do IGF-I nas células de 

Sertoli de ratos imaturos. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Verificar as vias de transdução de sinal desencadeadas pela ligação do FSH em 

receptores de membrana da célula de Sertoli de ratos imaturos 

 Verificar a ação do FSH nas diferentes subunidades acopladas ao GPCR, Gαs e Gαi, 

para avaliar a influência deste hormônio glicoprotéico nas vias de sinalização 

evocadas após a ligação ao receptor GPCR. 

 Verificar a bifurcação da ação do FSH atuando na via AC/AMPc/PKA e na captação 

de 
45

Ca
2+

 , via Cav1 (CCDC tipo L) e no transporte de MeAIB através dos sistema A 

como mecanismos independentes, utilizando para tanto bloqueadores e ativadores da 

adenilil ciclase e de canais de cálcio dependentes de voltagem; 

 Verificar a relação da via evocada por FSH e PI3K e sua relação com a captação de 

45
Ca

2+
 e transporte de MeAIB. 

 Analisar a relação entre as vias sinalizadas por FSH e IGF-I, nestas células verificando 

a sinergia das ações autócrinas, parácrinas e endócrinas destes hormônios. 

 Verificar a influência de IGF-I sobre a captação de 
45

Ca
2+

 , no transporte de 

[
14

C]MeAIB e sua resposta eletrofisiológica em células de Sertoli de ratos imaturos e 

em testículos inteiros. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. MATERIAIS 

 

3.1.1.  ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos imaturos com idade entre 9-15 dias de idade. 

Provenientes do Biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde – UFRGS. Os ratos 

ficavam com as mães até o momento do experimento. As mães eram mantidas com no 

máximo 8 filhotes em gaiolas individuais onde recebiam ração Purina, Nutripal (Porto Alegre 

-RS) e água “ad libitum”, com iluminação controlada em ciclos de 12 horas e a temperatura 

controlada a aproximadamente 24ºC. 

 

3.1.2. SOLUÇÕES 

 

3.1.2.1. Tampão Krebs Ringer Bicarbonato (KRb) 

 

Foi utilizada uma solução tampão Krebs-Ringer bicarbonato (KRb) como meio de 

incubação, em todos os experimentos, preparado imediatamente antes da realização dos 

experimentos. Todos os reagentes eram de pureza „pró-análise‟ (P.A) da E. Merck 

(Darmstadt, Alemanha). O preparo da solução foi feito a partir de soluções estoques conforme 

tabela 3.1. 



110 
 

 

TABELA 3.1 Composição salina e concentrações presentes nas soluções estoque de KRb e na 

solução final.  

 
Concentração das 

Soluções Estoque 

Concentração Final na 

Solução  KRb (mM) 

(g/L) (M) 

NaCl 

CLORETO DE SÓDIO 

180,00 3,08 146 

KCl 

CLORETO DE POTÁSSIO 

9,20 0,123 4,7 

KH2PO4    FOSFATO DE 

POTÁSSIO MONOBÁSICO 

4,22 0,031 1,2 

NaHCO3 

BICARBONATO DE SÓDIO 

54,60 0,65 25 

MgSO4.7H2O 

SULFATO DE MAGNÉSIO 

7,64 0,031 1,2 

CaCl2.2H2O 

CLORETO DE CÁLCIO 

9,60 0,065 2,5 

C6H12O6 

Glicose 

25,00 0,14 5,5 

 

Para o preparo do KRb, foram adicionados volumes iguais de cada solução estoque, 

acrescentando-se por último o sulfato de magnésio e o cloreto de cálcio, nesta ordem. A 

solução era então completada até seu volume final com água destilada, para obterem-se as 

concentrações finais descritas na tabela 3.1. A solução era gaseificada com carbogênio 

(O2:CO2, 95:5, v/v), até que se atingisse o pH de 7,4, monitorado em pHmetro. A solução 

assim obtida era mantida em gelo durante a preparação do experimento. 
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3.1.3. SUBSTÂNCIAS UTILIZADAS 
 

a) Isótopo radioativo de Cálcio [
45

Ca
2+

]- atividade específica 1mCi/mg, adquirido da 

Du Pont – NEN Research Products. Em cada amostra foi adicionado 0,2Ci/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 função da data de fabricação. 

b) Ácido -metilaminoisobutírico [1-
14

C] ([
14

C]-MeAIB)- atividade específica 50 

mCi/ mmol, adquirido da Du Pont-NEN Research Products. Em cada amostra foi adicionado 

0,2Ci/mL. 

c) Líquido de Cintilação: Optiphase Hisafe III (Wallac, Finlândia). Foi utilizado para 

a contagem da radioatividade das amostras. 

d) Hormônio Folículo Estimulante (FSH): (Sigma-Aldrich, Inc-USA): FSGH 

retirado de hipófise ovina. Contendo 50 unidades por vial, mensurados através de ensaio 

Steelman-Pohley tendo como referência padrão NIH-FSH-S1 (ovine sigma). O FSH foi 

utilizado em uma concentração de 4mIU/mL para cada tubo dos experimentos de captação de 

45
Ca

2+
 e transporte de [

14
C]-MeAIB, e para os experimentos de eletrofisiologia foi calculado 

para ter uma concentração final de 4mU/aplicação. FSH foi pesado em balança analítica e 

diluído em solução de Krebs-Ringer bicarbonato até a concentração desejada 
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FIGURA 3.1: Representação cristalográfica das cadeias α e β da molécula de FSH. A área lilás 

representa a porção da cadeia β responsável pela especificidade em relação aos demais 

hormônios glicopepetídicos e interação com o receptor (adaptado de FOX et al, 2001). 

 

e) Fator de Crescimento como Insulina Tipo I (IGF-I): (Sigma-Aldrich, Inc-USA). 

IGF-I recombinante, expresso em Escherichia coli. IGF-I foi diluído em água ultrapura e 

estéril produzindo uma solução mãe de 100µg/mL, sendo aliquotado em 20µL por tubo e 

congelado em freezer -20ºC, até seu uso.  
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FIGURA 3.2: Estrutura cristalográfica de IGF-I humano (fonte: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure). 

 

f) Forscolina: PM: 410,5, 7β-Acetoxi-8,13-epoxi-1α,6β,9α-trihidroxila-14-en-11-ona 

(Sigma-Aldrich, Inc-USA): extraído de Coleus forskohlii. A forscolina foi pesada em balança 

analítica e diluída em Dimetil Sulfóxido (DMSO), produzindo solução estoque de 1mM, que 

posteriormente foi diluída em KRb até as concentrações finais desejadas . A concentração de 

DMSO não ultrapassou 0,1% na solução final. 

 

FIGURA 3.3 Molécula de Forscolina. 
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g) Toxina Pertussis de Bordetella pertussis (PTX): (Sigma-Aldrich, Inc-USA). A toxina 

pertussis foi diluída com 500µL de água estéril, em capela de fluxo laminar Desta solução 

mãe alíquotas foram retiradas para os experimentos. Foram utilizadas concentrações de 

1µg/mL e 250ng/mL. 

 

 

FIGURA 3.4: Estrutura terciária da toxina pertussis. 

 

h) JB1 (Bachem) Análogo inativo de IGF-I: PM1249.52. Foi utilizada a dose de 

1µg/mL para os experimentos. JB1 foi pesado, em balança analítica, e diluído em Krb no 

momento do experimento. 

 

FIGURA 3.5: Substituição no domínio D da molécula de IGF-I produz o análogo inativo JB1 

(PIETRZKOWSKI et al, 1992). 
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i) Wortmannin de Penicillium funiculosum: PM 428.43, 11-(Acetiloxi)-

1,6b,7,8,9a,10,11,11b-octahidro-1-(methoximetil)-9a,11b-dimetil-3H-furo[4,3,2-

de]indeno[4,5,-h]-2-h]-2-benzopiran-3,6,9-triona (Sigma-Aldrich, Inc-USA): 

Inibidor de PI3K inespecífico. Wortmannin foi pesado em balança analítica em 

diluído em DMSO em uma concentração de 100µM. Para os experimentos foi 

utilizada a dose de 100nM onde alíquotas da solução estoque foram rediluída em 

KRb, DMSO não ultrapassou 0,1% na solução final. 

 

FIGURA 3.6: Molécula de Wortmannin. 

j) SQ 22,536-(Sigma-Aldrich, Inc-USA): 9-(Tetrahidro-2-furanil)-9H-purin-6-amina. 

Inibidor de Adenilil ciclase. PM: 205.22 SQ 22536 foi pesado em balança analítica em diluído 

em Krb produzindo uma solução com 100µM de concentração final no experimento. 

 

FIGURA 3.7: Molécula de SQ 22,536. 
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l) Nimodipina (Sigma-Aldrich, Inc-USA): Isopropil 2-metoxietil 1,4-dihidro-2,6-dimetil-4-

(m-nitrophenyl)-3,5-piridinadicarboxilato,1,4-Dihidro-2,6-dimetil-4-(3-nitrofenil)-3,5- ácido 

piridinadicarboxilico 2-metoxietil 1-metiletil éster. PM 418.44.  Bloqueador de canais de 

cálcio dependentes de voltagem do tipo L (Cav1). Solúvel em DMSO, Nimodipina foi 

utilizada em concentrações de 1, 5 e 100 µM, em experimentos protegidos da luz. Os 

experimentos foram conduzidos e processados sob lâmpada de sódio. DMSO não ultrapassou 

0,1% na solução final. 

 

 

FIGURA 3.8:Molécula de Nimodipina. 

 

m) Verapamil: PM:491,08,(Valeronitrila,5-((3,4-Dimetoxifenetil)(Metilamino)-2-

(3,4-Dimetoxi-fenil)-2-Isopropil). Foi utilizado verapamil comercial injetável, ampola com 

2,5mg/mL de cloridrato de verapamil, em solução tamponada. Utilizou-se uma concentração 

final de 100µM nos experimentos. 

 

FIGURA 3.9: Molécula de Verapamil. 
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n) Tyrphostin AG1024: PM 305,20 (C14H13BrN2O). O bloqueador foi pesado em balança 

analítica e diluído em DMSO em concentração de 1mM. Para os experimentos foram 

utilizadas doses de 10, 25 e 50µM, onde alíquotas da solução estoque foram rediluída em 

KRb, DMSO não ultrapassou 0,1% na solução final. 

 

FIGURA 3.10: Molécula de Tyrphostin AG1024. 
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3.2. MÉTODOS 

 

3.2.1. ELETROFISIOLOGIA 
 

3.2.1.1. Preparação dos Túbulos Seminíferos 

 

Os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical. Os testículos foram 

imediatamente removidos por incisão abdominal e decapsulados. Um dos testículos, escolhido 

aleatoriamente, era esticado com duas pinças de maneira a isolar de 4 à 8 túbulos seminíferos, 

sendo estes presos ao fundo da câmara de perfusão com auxílio de uma grade feita de fio 

ortodôntico. A câmara, cujo volume era de 1 mL, estava preenchida com KRb glicosado (FIG 

3.11). 

FIGURA 3.11: Câmara de perfusão com túbulos seminíferos fixados ao fundo. 
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Todo o KRb utilizado nos experimentos de eletrofisiologia foi glicosado e filtrado em 

papel filtro antes da sua utilização. A preparação foi então levada ao microscópio invertido 

(Nikon- Inverted Microscope Diaphot – TMD) e conectada ao sistema de perfusão do KRb. O 

KRb foi mantido num banho a 38
o
C e chegava à câmara de perfusão em 36

o
C. O pH foi 

mantido em 7.4 com carbogênio durante todo o experimento. O fluxo foi mantido a 1 mL/min 

com auxílio de uma bomba peristáltica (Rainin Instrument Co. Inc. – Dynamax, modelo RP-

1). A preparação ficava 30 minutos estabilizando-se antes do início dos registros. Após este 

período, uma célula de Sertoli era empalada com uma microeletrodo de vidro, sob controle 

visual.  

 

3.2.1.2.  Preparação do Microeletrodo 

 

Para o registro intracelular foram utilizados microeletrodos, feitos a partir de uma 

micropipeta de vidro de borosilicato com diâmetro externo de 1,2mm, com filamento interno, 

que facilita seu posterior preenchimento (World Precision Instruments, Inc., USA). As pontas 

das micropipetas foram estiradas para possibilitar o empalamento, num estirador de pipetas 

vertical (David Kopf Instruments, Tujunga, Califórnia - Vertical Pipette Puller – modelo 

700C). A intensidade do calor e a força do estiramento foram reguladas independentemente, 

até serem alcançados os parâmetros ideais para viabilizar o empalamento das células de 

Sertoli. A resistência ideal do microeletrodo para o empalamento de células de Sertoli é de 15 

a 25 megaohms (M) (VON LEBEDUR et al., 2002). A fim de obterem-se resultados 

reprodutíveis na confecção dos microeletrodos, as correntes de ar eram excluídas e a 

temperatura ambiente era mantida estável em 21 - 22
o
C. 
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Uma vez confeccionados, os microeletrodos foram preenchidos com solução KCl 3M 

e conectados a um “holder” (eletrodo de prata) acoplado a um dispositivo ligado ao 

eletrômetro, que também foi preenchido com a mesma solução de KCl 3M,e fazendo contato 

elétrico com o eletrodo. O KCl utilizado era filtrado em papel filtro diariamente. O conjunto 

era então conectado ao eletrômetro. A movimentação mecânica do eletrodo para aproximação 

das células e empalamento era feita por um micromanipulador mecânico Kite-R (World 

Precision Instruments, Inc., USA) capaz de movimentos macros e micros nos três eixos. 

O eletrodo de referência era mergulhado na câmara de perfusão e conectado através de 

um fio ao terminal “terra” do eletrômetro. Este eletrodo consiste em um fio de prata cloretado 

(Ag/AgCl). A cloretagem era feita diariamente antes do início do experimento, limpando-se o 

fio de prata com esponja de aço e o mergulhando em solução de hipoclorito de sódio 

comercial (hipoclorito de sódio, hidróxido de sódio, cloreto de sódio e água) por no mínimo 

30min. Antes de mergulhá-lo na câmara de perfusão, o fio era enxaguado com água destilada. 

O potencial de membrana da célula é apenas um dos muitos fatores que contribuem 

para a diferença de potencial medida entre o eletrodo de registro intracelular e o eletrodo de 

referência. Diferenças de potenciais que ocorrem mesmo com ambos os eletrodos 

mergulhados no líquido extracelular são devidos a diferenças no comportamento elétrico que 

ocorre nas interfaces entre soluções e o metal, ou entre soluções de composições diferentes. 

Essas diferenças são anuladas através de dispositivos específicos no eletrômetro, para que 

possamos visualizar somente o potencial de membrana, eliminando desta forma qualquer 

interferência no registro. 
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3.2.1.3. Equipamento e Procedimento Eletrofisiológico 

 

Os dois eletrodos, de registro e de referência, eram conectados a um pré-amplificador 

de alta impedância, Eletrômetro Intra 767 (World Precision Instruments, Inc., USA), e o sinal 

era monitorado neste aparelho e em um osciloscópio (Tektronix, 2 Channel Digital 

Oscilloscope TDS 210). Os traçados observados no osciloscópio eram adquiridos e 

armazenados em computador através de uma placa e um programa de interface (Wavestar Lite 

Version 1.0.10)  

Além dos elementos de interesse biológico, o sistema de registro eletrofisiológico 

possui resistência e capacitância próprias. Esses elementos conferem “ruído” ao sistema e 

devem ser neutralizados antes do início do experimento através de dispositivos no 

eletrômetro. Desta forma, quando ambos os eletrodos estavam em líquido extracelular, 

ajustava-se a leitura próxima à zero no eletrômetro e no osciloscópio, nenhuma diferença de 

potencial era registrada. No momento em que o eletrodo de registro penetrava uma célula, um 

salto abrupto na direção negativa era visualizado no eletrômetro e no oscilosópio, e registrado 

no computador. A intensidade desta queda fornece o potencial de membrana da célula 

empalada. 

Ao mesmo tempo em que se media o potencial de repouso da membrana, o 

eletrômetro passava pulsos de corrente de 0,5 nA na célula. Esta corrente era originada em um 

estimulador capaz de gerar pulsos retangulares de corrente contínua, (S48 Stimulator - Grass 

Instrument Division, W. Warwick, RI, USA). Este estimulador regulava a freqüência (0,5Hz) 

e a duração (250ms) desses pulsos. O dispositivo acoplado ao eletrômetro, que faz a interface 

com o “holder”, apresenta uma resistência de 20x10
6
 ohms, que reduz a corrente destes pulsos 

que chega às células em níveis compatíveis. 
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Quando uma célula era empalada, aguardava-se a estabilização de seu potencial de 

membrana e de sua resistência de membrana até que permanecessem estáveis, por no mínimo 

2 minutos, e só então os agentes a serem investigados eram aplicados. Para evitar trabalhar 

com células germinativas, utilizou-se apenas células cujos potenciais de membrana eram mais 

negativos que –35mV, já que esse potencial de membrana é comumente registrado em células 

de Sertoli de túbulos seminíferos normais (EUSEBI et al., 1983), e em túbulos seminíferos 

enriquecidos com células de Sertoli (SCE), através de irradiação in útero durante a gestação. 

Procedimento adotado para eliminar as células germinativas do tecido, restando apenas 

células de Sertoli (WASSERMAN et al.,1992b). A resistência da membrana foi medida de 

acordo com Wassermann e colaboradores (1992b). 

Os hormônios FSH e IGF-I foram aplicados topicamente no banho com pipeta 

automática, após a estabilização do potencial de membrana por aproximadamente 2 minutos 

ou associados ao tratamento com outras drogas. Soluções de antagonistas foram perfundidas 

nas células por 3 minutos antes da aplicação tópica dos hormônios. No experimento com 

toxina pertussis (PTX) os testículos forma pré-incubados por 3 horas antes do estiramento dos 

túbulos e procedimento eletrofisiológico. 
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3.2.1.4. Cálculo da Intensidade do Pulso Aplicado 

 

Para aplicar pulsos de corrente de 0,5nA, utilizou-se a lei de Ohm, como segue, para 

calcular a voltagem a ser aplicada pelo estimulador. Essa voltagem passava antes pelo 

eletrômetro, cuja resistência era de 20x10
6
.  

 

corrente (A- ampère)  

V = voltagem (V- volts) 

R= resistência (- ohms) 

 

LEI DE OHM: 

I= V/R    V= I x R 

V = (0,5x10
-9

 A) x (20x10
6
 ) 

V= 10x10
-3

 V 

V= 10mV 

 

Assim, o estimulador era regulado para aplicar uma voltagem de 10mV, que resultava 

numa corrente de 0,5nA na ponta do eletrodo de vidro. 
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3.2.1.5. Cálculo da Resistência da Membrana 

 

A resistência da membrana (R) foi calculada utilizando-se a lei de Ohm como segue 

abaixo: 

I = corrente (A- ampère)  

V = voltagem (V- volts) 

R= resistência (- ohms) 

LEI DE OHM: 

I=V/R    R=V/I 

 

Resistência da membrana = Voltagem registrada no osciloscópio / 

pulso de Corrente aplicado. 

 

A voltagem registrada no osciloscópio relacionado ao valor de resistência corresponde 

ao traçado vertical, obtido no registro do potencial de membrana da célula, em decorrência do 

pulso de corrente aplicado. O pulso de corrente aplicado era de 0,5nA. 
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3.2.2. EXPERIMENTOS DE TRANSPORTE DE AMINOÁCIDOS E CAPTAÇÃO DE 
45

CA
2+

 

 

3.2.2.1. Transporte de Aminoácido (
14

C-MeAIB)  

 

Após o sacrifício dos animais, os testículos foram imediatamente removidos por 

incisão abdominal, limpos pesados e decapsulados. As gônadas foram colocadas em tubos 

controle e experimental, alternadamente esquerda e direita, contendo 1mL de  KRb (Krebs 

Ringer bicarbonato).  As mesmas foram pré-incubadas, por 50 minutos, em um incubador 

metabólico Dubnoff, em temperatura de 34°C em ambiente gaseificado com carbogênio 

(O2:CO2, 95:5, v/v),  para a manutenção do pH.  

O período de incubação foi de 45 minutos na presença de 3,7 kBq ou 0,2µCi de 

[
14

C]MeAIB, com ou sem FSH ou IGF-I. Quando utilizado Wortmannin e PTX, estes foram 

aplicados durante todo o período de pré-incubação e de incubação; JB1 e verapamil foram 

aplicados 10 minutos antes da incubação e durante esta.  

No fim dos experimentos de transporte de aminoácidos, os testículos foram removidos 

de seu meio de incubação, que é reservado, e o tecido foi armazenado em tubos com 1 ml de 

água destilada, posteriormente foram congelados e fervidos para alcançar o equilíbrio da água 

com o conteúdo intracelular do tecido. Alíquotas (0,1 ml) do líquido intracelular e do meio de 

incubação foram colocadas em 2 ml de líquido Aquasol 2 Optiphase e a leitura foi feita em 

um espectrômetro de cintilação LKB rack beta modelo 1215 (LKB-Producer AB, Bromma, 

Suécia) para a contagem da radioatividade do [
14

C]MeAIB. A eficiência de contagem é de 85-

90%. Os resultados foram expressos pela razão tecido/meio: com ml
-1

 de tecido por com ml
-1

 

do meio de incubação. 
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3.2.2.2. Captação de 
45

Ca
2+

 

 

Os testículos foram limpos, pesados e decapsulados. As gônadas foram colocadas em 

tubos controle e experimental, alternadamente esquerda e direita, contendo 1mL de  KRb 

(Krebs Ringer bicarbonato). As gônadas foram incubadas em um incubador metabólico 

Dubnoff, em temperatura de 34°C em ambiente gaseificado com carbogênio (O2:CO2, 95:5, 

v/v), para a manutenção do pH. O período de pré-incubação era de 60 minutos em 800μL de 

KRb com 
45

Ca
2+

 (4,44 KBq/20ng ou 0,2µCi) para alcançar o equilíbrio intra e extracelular de 

45
Ca

2+
. 

O período de incubação foi de 2 minuto a partir da aplicação de KRb com 
45

Ca
2+

 com 

ou sem FSH, IGF-I ou forscolina. Quando aplicados inibidores de eventos pós-receptor, estes 

eram adicionados 10 minutos antes da incubação, com exceção de Wortmaninn e PTX, que 

foram aplicados a partir do início do período de pré-incubação. Para finalizar a incubação foi 

adicionado à cada tubo, 1 ml de cloreto de lantânio (LaCl3) (10 mM) à 0°C , interrompendo o 

fluxo de cálcio na preparação (BATRA E SJOGREN, 1983). O sobrenadante foi preservado, e 

os testículos foram removidos para tubos com 1 ml de água destilada. O tecido foi congelado 

e posteriormente fervido para que houvesse extravasamento do meio interno para a água 

destilada. Alíquotas de 0,1ml foram retiradas de cada tubo (sobrenadante e meio interno) para 

medida da radioatividade em líquido de Aquasol 2 Optiphase, procedendo-se a leitura em um 

espectrômetro de cintilação LKB rack beta modelo 1215 (LKB-Producer AB, Bromma, 

Suécia). A eficiência de contagem é de 85-90%. Os resultados foram expressos pela razão 

pmoles 
45

Ca
2+

/ g de tecido. 
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3.2.3.  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Nos experimentos de registro intracelular os tratamentos eram repetidos pelo menos 

5 vezes. O número de amostras por grupo era de no mínimo 5 nos experimentos de transporte 

de aminoácidos e de captação de 
45

Ca
2+, 

cálculo amostral realizado com software Winpepi 

versão 9, utilizando um poder amostral de 80% e um intervalo de confiança de 95%. Para a 

análise estatística foram utilizados o Teste-t de Student para comparação entre dois grupos ou 

ANOVA de uma ou duas vias, conforme o experimento, seguido do pós-teste de Bonferroni. 

Foi utilizado o programa InStat, versão 3.01,32 bit para Windows 95/NT, da (GraphPad 

Software, San Diego, Califórnia, USA). Os testes específicos utilizados em cada experimento 

estão citados nos resultados. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0.05. 

 



128 
 

 

4. RESULTADOS 

 

 

 

4.1.  AÇÃO DO FSH SOBRE A CAPTAÇÃO DE 
45

CA
2+

 E SOBRE O TRANSPORTE DE 

[
14

C]MEAIB , EM CÉLULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS (10-12 DIAS DE IDADE), 

EXPERIMENTOS COM TESTÍCULOS INTEIROS. 
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FIGURA 4.1: Ação de FSH (4mU/mL) sobre a captação de 
45

Ca
2+

 (pmoles de 
45

Ca
2+

/g de 

testículo) em células de Sertoli, experimento realizado com testículos inteiros de ratos 

imaturos (10 dias de idade). (Teste t de Student *p<0,05; n=15) 
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FIGURA 4.2: Ação de FSH (4mIU/mL) sobre o transporte de [
14

C]MeAIB (relação 

tecido/meio-T/M) em células de Sertoli de ratos imaturos (testículos inteiros). (Teste t de 

Student *p<0,05; n=30) (Wassermann et al, 1992b). 

 

4.2. AÇÃO ELETROFISIOLÓGICA DE FSH SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DAS 

CÉLULAS DE SERTOLI 
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FIGURA 4.3: Ação Eletrofisiológica de FSH nas células de Sertoli de ratos imaturos 

(Wassermann et al, 1992b). 
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4.3. BLOQUEIO DOS CANAIS DE CÁLCIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM DO TIPO L (CAV1) 

POR VERAPAMIL (100µM)  

 

FSH estimula a captação de 
45

Ca
2+

 em células de Sertoli de ratos imaturos, sendo esta 

ação mediada por Cav1. O bloqueio destes canais por verapamil inibe o estímulo de FSH neste 

parâmetro, indicando que este subtipo de CCDV está envolvido na ação do FSH nas células 

de Sertoli imaturas. Verapamil também atua sobre a ação de FSH sobre o transporte de 

[
14

C]MeAIB (Wassermann et al, 1992a) e sobre a resposta eletrofisiológica despolarizante do 

hormônio (Wassermann et al, 1992b). 
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FIGURA 4.4: Ação FSH sobre a captação de 
45

Ca
2+

 (pmoles  
45

Ca
2+

/g de testículo) 4mU/mL, 

em células de Sertoli, com e sem Verapamil 100µM, em experimentos com testículos inteiros 

de ratos imaturos (ANOVA de uma via *p<0,05; n=10) 
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4.4. AÇÃO DE TOXINA PERTUSSIS (PTX) SOBRE PARÂMETROS ESTIMULADOS POR FSH 

EM CÉLULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS (EXPERIMENTOS EM TESTÍCULOS 

INTEIROS). 

 

O efeito estimulatório de FSH sobre a captação de 
45

Ca
2+

 foi anulado pela ação de 

PTX 250ng/mL (FIG 4.4.1A) e 1µg/mL (FIG 4.4.1B), após 1 hora e 3 horas de incubação , 

respectivamente. Também ocorreu inibição por PTX (1µg/mL) sobre o transporte de 

[
14

C]MeAIB, estimulado por FSH (FIG 4.4.2). Estes dados demonstram que a rápida ação de 

FSH nestes parâmetros metabólicos, é mediada por GPCR-Gi através da subunidade Gβγ. 

4.4.1. ESTÍMULO DO FSH (4MIU/ML) SOBRE A CAPTAÇÃO DE 
45

CA
2+

, EM CÉLULAS DE 

SERTOLI DE RATOS IMATUROS, É INIBIDO NA PRESENÇA DE TOXINA PERTUSSIS (PTX). 
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FIGURA 4.5: Estímulo do FSH (4mIU/mL) sobre a captação de 
45

Ca
2+

 (pmoles  
45

Ca
2+

/g de 

testículo), com e sem PTX. (A) PTX 250ng/ml, com pré-incubação de 1 hora com o 

bloqueador, antes da incubação com hormônio (2 min.) (ANOVA de uma via *p<0,05; n=5). 

A 

B 
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(B) PTX 1µg/mL, com pré-incubação de 3 horas com o bloqueador, antes da incubação com 

hormônio (2 min.) (ANOVA de uma via *p<0,05; n=10). 

 

4.4.2. ESTÍMULO DO FSH (4MU/ML) SOBRE O TRANSPORTE DE [
14

C] MEAIB É ANULADO NA 

PRESENÇA DE TOXINA PERTUSSIS (PTX) 1µG/ML.  
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FIGURA 4.6: Estímulo do FSH (4mIU/mL) sobre o transporte de [
14

C] MeAIB (relação 

tecido/meio-T/M), em células de Sertoli (testículos inteiros) de ratos imaturos (10-12 dias de 

idade) com e sem a presença da Toxina Pertussis 1µg/mL (PTX), adicionada na pré-

incubação, com tempo de 3 horas antes da incubação com hormônio. (ANOVA de uma via 

*p<0,05; n=10). 
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4.4.3. REGISTRO ELETROFISIOLÓGICO DA AÇÃO DE PTX 1µG/ML (3 HORAS DE INCUBAÇÃO) 

SOBRE O PM DE CÉLULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS 

 

FSH

 

FSH

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.7: (A) Registro eletrofisiológico da resposta de FSH sobre o potencial de 

membrana das células de Sertoli após 3 horas de incubação em Krb-Ringer com Glicose 

3mM e (B) Registro eletrofisiológico da resposta de FSH sobre o potencial de membrana 

das células de Sertoli após 3 horas de incubação em Krb-Ringer com Glicose 3mM e 

com PTX (1µg/mL).  
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4.5. A AÇÃO DE FSH INDUZINDO O AUMENTO NA CAPTAÇÃO DE 
45

CA
2+

 E O TRANSPORTE 

DE [
14

C] MEAIB  É INIBIDA PELO INIBIDOR DE PI3K, WORTMANNIN (100NM), EM 

CÉLULAS DE SERTOLI (EM EXPERIMENTOS COM TESTÍCULOS INTEIROS). 
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FIGURA 4.8: (A) O estímulo de FSH sobre a captação de 
45

Ca
2+

 (pmoles  
45

Ca
2+

/g de 

testículo) com e sem a presença de Wortmannin (100nM), em testículos inteiros. 

(ANOVA de uma via *p<0,05 em relação ao controle; n=10). (B) Inibição do estímulo 

de FSH sobre o transporte de [
14

C]MeAIB (relação tecido/meio-T/M) por Wortmannin 

(100nM), em testículos inteiros. (ANOVA *p<0,05 em relação ao controle; #p<0,05 

em relação a FSH; n=5).  
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4.5.1. REGISTRO ELETROFISIOLÓGICO DA AÇÃO DE WORTMANNIN (100NM) SOBRE O PM DAS 

CÉLULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS E MODULANDO A RESPOSTA DE FSH SOBRE 

PM DAS CÉLULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS  

 

 

WORT

 

FIGURA 4.9: (A) Wortmannin (100nM), aplicado topicamente 2 minutos antes da 

aplicação tópica de FSH (4mIU),  

 

A aplicação de wortmannin inibiu a resposta eletrofisiológica de FSH sobre o PM das 

células de Sertoli de ratos imaturos (15 dias). (B) Ação de Wortmannin (100nM) sobre 

o PM de células de Sertoli de ratos imaturos . 

 

Após a pré-incubação com o inibidor de PI3K, Wortmaninn (100nM), a administração 

de FSH não causou aumento na captação de 
45

Ca
2+

 nem no transporte de [
14

C] MeAIB. 

Estes dados demonstram que a ação de FSH tanto na  captação de 
45

Ca
2+

 , quanto no 

transporte de [
14

C] MeAIB , através do sistema A são mediados por PI3K. A ação 
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eletrofisiológica de wortmaninn não alterou o potencial de membrana, entretanto 

inibiu a ação FSH sobre a variação do PM. 

4.6. AÇÃO DE IGF-I SOBRE MARCADORES DE AÇÃO HORMONAL EM TESTÍCULOS 

INTEIROS. 

 

 

 

4.6.1. AÇÃO DE IGF-I SOBRE A CAPTAÇÃO DE 
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 EM CÉLULAS DE SERTOLI, EM 

EXPERIMENTOS COM TESTÍCULOS INTEIROS 
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FIGURA 4.10: Ação de IGF-I sobre a captação de  
45

Ca
2+

 (pmoles de 
45

Ca
2+

/g de testículo) em 

testículos inteiros de ratos imaturos (10 dias de idade).(Teste t de Student *p<0,05 n=10). 
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4.6.2.  AÇÃO DE IGF-I SOBRE O TRANSPORTE DE [
14

C] MEAIB EM TESTÍCULOS INTEIROS 
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FIGURA 4.11: Ação de IGF-I sobre a captação de [
14

C] MeAIB com  5, 10, 25,50, 100ng/mL. 

(Teste t de Student *p<0,05 em relação ao PM basal; n=10). 
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4.6.3.  AÇÃO ELETROFISIOLÓGICA DE IGF-I SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DE 

CÉLULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS 
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FIGURA 4.12: Ação eletrofisiológica de IGF-I (25ng/mL) sobre o potencial de membrana das 

células de Sertoli. (ANOVA de uma via *p<0,05; n=10). 

* * 
* 
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4.7. AÇÃO DE JB1 SOBRE DE 
45

CA
2+

 E O TRANSPORTE DE [
14

C] MEAIB MODULANDO A 

AÇÃO DE IGF-I E FSH EM CÉLULAS DE SERTOLI 

 

A captação de 
45

Ca
2+

 e o transporte de [
14

C] MeAIB estimulado por IGF-I foi inibido por 

JB1,entretanto o bloqueador de IGF-IR não bloqueou a ação do FSH (FIG.4.7.1) indicando 

uma dissociação entre a ação do FSH da via autócrina de IGF-I. 
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FIGURA 4.13: Ação de JB1 sobre a captação de 
45

Ca
2+

 (pmoles de 
45

Ca
2+

/g de 

testículo) estimulada por FSH e IGF-I.  
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4.8. ADENILIL CICLASE NÃO ESTÁ ENVOLVIDA NAS AÇÕES ESTIMULATÓRIAS DE FSH 

SOBRE A NA CAPTAÇÃO DE 
45

CA
2+

. 
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FIGURA 4.14: Ação de Forscolina (0,1µM) sobre a captação de 
45

Ca
2+

 em testículos 

inteiros.  

 

FIGURA 4.15: Registro eletrofisiológico da ação de Forscolina sobre o PM das células de 

Sertoli de ratos imaturos (Teste t de Student p<0,05; n=4) (JACOBUS et al, 2005) 

-42,5mV 
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4.9. VARIAÇÕES DO PM EM CÉLULAS DE SERTOLI NO PROCESSO DE SINALIZAÇÃO DE 

FSH. 

 

4.9.1.  AÇÃO ELETROFISIOLÓGICA DE FSH EM CÉLULAS DE SERTOLI DE RATOS COM 10, 15 E 

18 DIAS DE IDADE 
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FIGURA 4.16: Resposta eletrofisiológica de FSH sobre o potencial de membrana (PM) de 

células de Sertoli de ratos com diferentes idades. (ANOVA *p<0,05; n=5). 
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4.9.2. DESSENSIBILIZAÇÃO NA RESPOSTA ELETROFISIOLÓGICA DE FSH ATRAVÉS DE 

EXPOSIÇÃO DOS TÚBULOS SEMINÍFEROS A DOSES REPETIDAS DA GONADOTROFINA 
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FIGURA 4.17: Registro eletrofisiológico demonstrando a dessensibilização estimulada pela 

aplicação de FSH em intervalos de tempos determinados;  
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5. DISCUSSÃO DE RESULTADOS 

 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a modulação dos canais de cálcio 

dependentes de voltagem do tipo L (Cav1) pelos receptores acoplados à proteína G (GPCR), 

em células de Sertoli de ratos imaturos.  

Uma vez ativado pelo FSH, o GPCR desacopla as subunidades Gαi e Gβγ, e este 

dímero estimula, nesta fase de desenvolvimento celular, os Cav1 através do aumento da 

atividade de PI3K (VIARD et al, 1999). Esta ação do FSH foi inibida por verapamil 

indicando que o estímulo do hormônio ocorre via CCDV do tipo L (Cav1). 

O mecanismo responsável pelo efeito estimulatório de Gi-Gβγ sobre a atividade dos 

canais Cav1 foi analisado neste trabalho. Estudos similares demonstraram que a condutância 

através de Cav1 é ativada pela ação de PI3K acoplada ao GPCR em outras células (VIARD et 

al, 1999; VECCHIONE et al, 2005). Esta sinalização, iniciada no GPCR, está relacionada às 

enzimas da classe IB de PI3K (PI3Kγ), ativadas na presença do dímero Gβγ (VIARD et al, 

1999).  

Diante destas evidências, e em razão de observações anteriores, nas quais foi 

verificado que FSH estimula o transporte de aminoácidos ([
14

C]MeAIB) de forma 

independente da via Gαs-AC-AMP (FIG 5.1) (IRUSTA E WASSERMANN, 1974; PEREZ-

SANCHES E WASSERMANN, 1981), além de saber que o transporte de [
14

C]MeAIB ocorre 

de maneira associada à captação de 
45

Ca
2+

 (WASSERMANN et al, 1992a; WASSERMANN  

et al, 1992b), restava determinar qual a via estimulada por FSH nestas ações, nas células de 

Sertoli de ratos imaturos. 
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FIGURA 5.1: Gráficos comparativos da ação de FSH e AMPc sobre a captação de 

[
14

C]MeAIB (A) e Síntese protéica em ratos imaturos(B) (adaptado de IRUSTA E 

WASSERMANN, 1974 & PEREZ-SANCHES E WASSERMANN, 1981). 
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Estudos em miócitos cardíacos e vasculares indicaram que os receptores β2-

adrenérgicos e AT1, respectivamente, podem atuar através de diferentes isoformas de proteína 

G associada ao GPCR, ou seja, um mesmo GPCR pode ter mais de um subtipo de proteína G 

acoplada, sendo estas iguais ou não (XIAO et al, 1995, VECCHIONE et al, 2005, 

WETTSCHURECK E OFFERMANS, 2005) (FIG 5.2). 

 

 

FIGURA 5.2: Papel da proteína G mediando funções através de receptores adrenérgicos e 

muscarínicos com a presença de subunidades diversas de proteína G (Gi e Gs). Gerando 

múltiplas ações a partir da ligação do agonista. (Adaptado de WETTSCHURECK E 

OFFERMANS, 2005). 

 

 

É descrito por diversos autores, que há evidências da presença da subunidade Gαi em 

células de Sertoli de ratos (MÔNACO E CONTI, 1987, HUHTANIEMI et al, 1989) e de 

hamsters (DAVENPORT E HEINDEL, 1987) isoladas, em cultura, bem como em túbulos 

seminíferos inteiros (HUHTANIEMI et al, 1989), além da subunidade Gαs já bem descrita 

(WALKER E CHENG, 2005). Também é descrito que em diferentes estágios do ciclo 

seminífero, em ratos maduros sexualmente, ocorre a diminuição da síntese de AMPc através 

Noradrenalina 

Adrenalina Acetilcolina 
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da ação do FSH (estágios VII-VIII) via Gαi, o que não ocorre em outras fases do ciclo 

epermatogênico.  

Além de ser destacado na literatura (HUHTANIEMI et al, 1989), que a oscilação na 

síntese de AMPc não se dá por ausência das subunidades Gαs ou Gαi, acopladas ao receptor 

FSHR, mas ocorre através de outras vias regulatórias, as quais não eram conhecidas na época 

do estudo (1989). Entre estes fatores regulatórios, incluem-se peptídeos gonadais que 

modulam a secreção e a ação de FSH (inibina, ativina e folistatina) e isoformas de FSH com 

diferentes padrões de glicosilação, as quais possuem pontos isoelétricos diferenciados, 

levando o hormônio a apresentar ações biológicas distintas (ULLOA-AGUIRRE et al,2007). 

Com o objetivo de verificar se a proteína Gi, acoplada ao FSHR, estimulava a 

captação de 
45

Ca
2+ 

 (FIG 4.1) e o transporte de [
14

C]MeAIB (FIG 4.2) em resposta à ligação de 

FSH, foi utilizada toxina pertussis, que impede a dissociação das subunidade Gαi-Gβγ 

bloqueando a ação a partir destas subunidades. Foi observado que FSH 4mU/mL tem seu 

estímulo sobre a captação de 
45

Ca
2+

 e sobre o transporte de [
14

C]MeAIB inibido na presença 

de PTX (250ng/mL e 1µg/mL) (FIG 4.5A, FIG 4.5B, FIG 4.5C). Também foi demonstrado que 

PTX inibe a despolarização evocada pelo hormônio (FIG 4.7). Resultados que evidenciam a 

sinalização de FSH através da subunidade Gβγ nos parâmetros metabólicos citados acima.  

Para confirmar a dissociação da captação de 
45

Ca
2+

 e do transporte de [
14

C]MeAIB, da 

via Gαs/AC/AMPc nas células de Sertoli de ratos imaturos, foi utilizada forscolina (0,1µM), 

um agonista da adenilil ciclase, que não estimulou a captação de 
45

Ca
2+

 e apresentou somente 

hiperpolarização sobre o potencial de membrana destas células quando registrado quando 

registrado seu perfil eletrofisiológico (JACOBUS et al, 2005), ambos os experimentos foram 

feitos com a mesma dose de forscolina (FIG. 4.14). 
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A diversidade da sinalização do FSH depende do número de receptores presentes na 

superfície da membrana, da concentração do hormônio no plasma e das isoformas de FSH 

secretadas (AREY et al, 1997). Estudos de Arey e colaboradores (1997), em células da 

granulosa, demonstraram que diferentes isoformas de FSH podem ativar vias alternativas 

através da interação com GPCR. Estes diferentes padrões do FSH podem atuar aumentando 

ou diminuindo a concentração de AMPc intracelular, através do estímulo de Gαs ou Gαi, 

respectivamente. Nestes estudos foi verificada somente a modulação do AMPc, utilizando 

toxina colérica e toxina pertussis. 

Grasso e Reichert (1989 e 1990) descrevem que FSH não atua no estímulo da captação 

de 
45

Ca
2+

 através de Gs (utilizando toxina colérica), nem através de Gi (utilizando toxina 

pertussis), entretanto seus achados são baseados em um protocolo no qual foi investigado o 

efeito crônico do FSH. Estes autores utilizaram um período de 24 horas de incubação com 

FSH em cultura de células de Sertoli isoladas, as quais foram testadas após sete dias da 

retirada dos ratos de 15 dias de idade (n=4). 

Nós propusemos um protocolo para observar o efeito rápido do FSH em túbulos 

inteiros, mantendo o microambiente tubular, sendo este protocolo desenhado para mimetizar o 

efeito da gonadotrofina logo após a interação com seu receptor, lembrando que a exposição 

crônica de FSH dessensibiliza a resposta ao hormônio, através da internalização de seus 

receptores (FIG 5.3) (PIKETTY et al, 2006; KARA et al, 2006). 

Em nosso protocolo experimental foi observado o efeito de membrana do FSH 

(através da modulação de FSHR), onde em poucos segundos a presença do hormônio altera o 

potencial de membrana e em 2 minutos foi observado que FSH estimula a entrada de 
45

Ca
2+

 

através de canal de Cav1, e do transporte de [
14

C]MeAIB, estes efeitos foram bloqueados por 

Verapamil, PTX e Wortmannin (Fig 4.4; FIG 4.5; FIG 4.6; FIG 4.8, respectivamente). 
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A captação de 
45

Ca
2+

, em células de Sertoli de ratos imaturos, também foi relatada por 

Dahia e Rao (2006), onde estes pesquisadores observaram que em 2 minutos ocorre o máximo 

da estimulação do FSH neste parâmetro, além de registrar que FSH estimula este mecanismo 

em ratos imaturos e não em ratos adultos. 

Foi demonstrado também que ocorre bloqueio da captação de 
45

Ca
2+

, estimulada por 

FSH (4mU/mL) na presença de Verapamil (100µM) (FIG 4.4). Este dado se relaciona a 

achados anteriores de nosso laboratório, entre eles, experimentos demonstrando que a fase 

despolarizante da resposta eletrofisiológica bifásica, estimulada por FSH (FIG 4.3), também é 

bloqueada por Verapamil e é aumentada na presença de MeAIB (WASSERMANN et al, 

1992b) (FIG 5.3A), bem como o estímulo desta gonadotrofina no transporte de [
14

C]MeAIB 

(IRUSTA E WASSERMANN, 1974; PÉREZ-SANCHEZ E WASSERMANN, 1981; CRUZ-

CURTE E WASSERMANN, 1985; WASSERMANN et al, 1992a). O transporte de 

[
14

C]MeAIB, através do sistema A, também foi bloqueado por Verapamil (WASSERMANN 

et al, 1992a) Todos estes dados foram obtidos em experimentos utilizando células de Sertoli 

de ratos imaturos, visto que ocorre uma diminuição estatisticamente significativa na ação de 

FSH sobre estes parâmetros, após 21 dias de idade dos animais (IRUSTA E 

WASSERMANN, 1974; PÉREZ-SANCHEZ E WASSERMANN, 1981; SPRITZERE 

WASSERMANN, 1985) (FIG 5.3B). 
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FIGURA 5.3: (A) Aumento da fase despolarizante da resposta eletrofisiológica de FSH 

, na presença de MeAIB. (WASSERMANN et al, 1992a); (B) Perfil da ação de FSH sobre o 

transporte de [
14

C]MeAIB em diferentes idades (PÉREZ-SANCHEZ E WASSERMANN, 

1981). 

A sinalização através de receptores de membrana com RTK e GPCR leva à ativação 

de PI3K, que atua fosforilando PIP2 à PIP3. O fosfoinisitídeo formado (PIP3) estimula a 

migração de PKB/Akt à membrana, onde fosforila seu domínio PH, o que torna esta cinase 

suscetível à ativação por PDK1 e TORC2 (DONG E LIU, 2005). Uma vez fosforilada em dois 

domínios distintos, PKB/Akt pode atuar em várias vias, entre elas estimula a abertura de Cav1 

(BOZULIC E HEMMINGS, 2009). 

A 

B 
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O bloqueador de PI3K inespecífico, Wortmaninn (100µM), inibiu o estímulo de FSH 

sobre a captação de 
45

Ca
2+

 e sobre o transporte de [
14

C] MeAIB, de maneira significativa (FIG 

4.8), além de inibir a resposta eletrofisiológica de FSH nestas células (FIG 4.9). 

A enzima PI3K é comum a muitas rotas de sinalização pós-receptores, entre elas as 

rotas iniciadas por GPCR e por receptores tirosina cinase (RTK) (TOKER, 2002; 

VECCHIONE et al, 2005). Contudo, a diferenciação destas ações ocorre através do estímulo 

de isoformas diferenciadas de PI3K, através de cada um dos receptores. Enquanto os RTK 

estimulam PI3Kα e PI3Kβ (PI3K classe IA), os GPCR estimulam PI3Kγ (PI3K classe IB) 

(VECCHIONE, 2005). Ainda não é conhecida a relação entre isoformas de PI3K e isoformas 

PKB/Akt, em relação à via de ativação (DOEPFNER, 2007; MORELLO et al, 2009). 

Encontram-se diversos relatos destas associações vinculadas a tecidos e situações 

fisiopatológicas específicas, como em células tumorais (WANG E BASSON, 2007; 

MORELLO et al, 2009). Estes mecanismos estão sendo muito explorados em virtude de que 

isoformas de PI3K e PKB/Akt podem ser alvo de futuras drogas inibidoras de crescimento 

celular, pois estas cinases sinalizam através de vias associadas a desenvolvimento e 

proliferação em diversas células, através de mecanismos fisiológicos ou patológicos 

(MARONE et al, 2008; HIRSCH et al, 2009, MORELLO et al, 2009).  

Da mesma forma, nós demonstramos que IGF-I também estimula a captação de 
45

Ca
2+

 

e o transporte de [
14

C] MeAIB (FIG 4.10 e FIG 4.11), além de provocar uma despolarização no 

potencial de membrana da célula de Sertoli. Sabe-se que FSH estimula a síntese e a secreção 

de IGF-I, nestas células, e IGF-I atua de forma autócrina nas células de Sertoli, sendo este 

processo mais evidente em ratos pré-púberes (MERONI et al, 2004, KHAN et al, 2002). 

Desta forma, se estabeleceu uma questão importante: o estímulo de FSH, sobre os parâmetros 

hormonais citados, ocorre de forma dependente ou independente do estímulo de IGF-I? 
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Para identificar se o mecanismo de FSH estava vinculado a sua ação sobre a síntese de 

IGF-I nas células de Sertoli de ratos imaturos, foi utilizado um análogo inativo de IGF-I, JB1 

(1µg/mL), o qual obstrui o acesso do fator de crescimento a seu receptor cognato (IGF-IR). 

Não foram utilizados bloqueadores clássicos de RTK, pois os mesmos inibem a 

autofosforilação dos resíduos de tirosina do receptor, além de exercer esta ação em sítios de 

fosforilação de outras proteínas (MURPHY et al, 1993, DEUTSCH et al, 2004, WEN et al, 

2001). 

Entre estes bloqueadores clássicos, está a Genisteína (TAB.5.1). Dados da literatura 

indicam que este bloqueador parece não ser específico em relação ao RTK, pois é relatado em 

experimentos em plaquetas, que este derivado de isoflavonas, bloqueia a fosforilação induzida 

por fator ativador plaquetário (PAF) em proteínas com massa molecular entre 35-45kDa, faz 

uma redução parcial nesta ação em proteínas com massa molecular de 66-90kDa e afetam 

pouco a fosforilação de proteínas com massa molecular de 90-150kDa (MURPHY et al, 

1993). Neste contexto, é importante salientar que a massa molecular de PKB/Akt apresenta 

56kDa e a massa molecular do receptor IGF-IR situa-se entre 97-105kDa (SOOS et al, 1993). 

Da mesma forma, Tyrphostin AG1024 (TAB.5.1), o qual foi desenvolvido como 

bloqueador específico de IGF-IR, tem sido relacionado à fosforilação de outras estruturas que 

acolhem ações de fosforilação em resíduos de aminoácidos. Dados da literatura demonstram 

que este bloqueador inibe a fosforilação de PKB/Akt, de forma direta, inibindo sua 

sinalização subseqüente em células humanas de câncer de mama e em células de leucemia 

mielóide crônica, respectivamente (DEUTSCH et al, 2004, WEN et al, 2001). Também é 

relatado que outro bloqueador AG1478, inibidor de receptor tirosina cinase para EGF 

(EGFR), pode ter ação em outras estruturas, sem alterar a fosforilação do receptor (TANG et 

al, 2002). Neste trabalho, os autores relataram que ação de carbacol, estimulando o receptor 

muscarínico M3, em células de astrocitoma 1321N1, causa a fosforilação de Akt. Quando 
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estas células são tratadas com AG1478 a fosforilação de Akt, induzida por carbacol, é inibida, 

no entanto ao mesmo tempo não é observada a fosforilação de EGFR nesta ação, a qual ocorre 

via GPCR (TANG et al, 2002). 
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TABELA 5.1: Fórmulas estruturais de Genisteína, Tyrphostin AG1024 e Tyrphostin AG1478. 
Bloqueador IGF-IR Fórmula Química 

GENISTEÍNA 

 

AG1024 

 

AG1478 

 

 

Em virtude destas dificuldades farmacológicas, optou-se por utilizar um bloqueador 

análogo de IGF-I (JB1), o qual interage com o sítio de ligação do receptor para o fator de 

crescimento, impedindo a ligação de IGF-I, sem alterar o status de fosforilação do receptor. 

(Pietrzkowski,1993). Observou-se em nossos experimentos que JB1, na concentração de 

1µg/mL, bloqueou o estímulo de IGF-I (100ng/mL) sobre a captação de 
45

Ca
2+

 (FIG 4.13), 

entretanto não inibiu o estímulo de FSH (4mU/mL) sobre esta sinalização, demonstrando que 

os efeitos de FSH e IGF-I ocorrem através de vias independentes. Resultado semelhante foi 

encontrado pelo grupo de Meroni e colaboradores (2004), onde FSH e IGF-I aumentaram os 
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níveis de PKB, sendo que a utilização de anticorpo monoclonal de IGF-I bloqueou este 

estímulo, apenas para a via sinalizada por IGF-I, não interferindo na ação de FSH sobre PKB. 

Estes dados evidenciam que FSH e IGF utilizam vias independentes que estimulam a 

captação de 
45

Ca
2+

 em testículos de ratos imaturos (10-12 dias). Os mesmos hormônios 

demonstram um perfil eletrofisiológico diferente, onde a aplicação de FSH hiperpolariza em 

segundos o PM, e produz uma subseqüente despolarização prolongada (6min) (Wassermann, 

1992a) (FIG 4.3), já a aplicação de IGF-I produz uma despolarização, a qual apresenta um 

período em torno de 6 minutos (FIG 4.12). Há várias décadas, o aumento de Ca
2+

 estimulado 

por FSH em células de Sertoli, tem sido uma incógnita. Muitos pesquisadores têm dedicado 

seus estudos com o objetivo de desvelar esta via hormonal. Entretanto, no decorrer do tempo, 

dificuldades técnicas no manejo desta célula aliadas à evolução do conhecimento sobre a 

célula de Sertoli, produziram dados controversos e muitas vezes conflitantes na literatura 

especializada. 

Outro ponto importante a ser destacado, reside na consolidação de alguns paradigmas 

bioquímicos, principalmente no que diz respeito à célula de Sertoli. Os mecanismos 

bioquímico-fisiológicos evoluem, as técnicas desenvolvidas para desvendá-los também 

evoluem. Então, com este ponto de vista, as perguntas a serem feitas, através dos protocolos 

experimentais, devem ser interpretadas a partir dos dados observados, mesmo que estes 

estejam em dissonância com o descrito na literatura. Observa-se, nos artigos relacionados à 

célula de Sertoli e à ação do FSH na mesma, tentativas de enquadrar os resultados obtidos 

dentro de certo padrão. Observando os resultados deste trabalho e a diversidade de 

combinações possíveis através de inúmeras isoformas de proteína G; PI3K, PKB/Akt, e ainda 

relacionando aos diferentes padrões de glicosilação de FSH, secretado em diferentes 

momentos relacionados à variação de idade e/ou perfil hormonal, além das modificações 

celulares que ocorrem em resposta a diferentes estados nutricionais e metabólicos, tem-se uma 
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idéia de quão ampla e diversa pode ser esta sinalização, chamada por muitos de sinalização 

pleiotrópica. 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Com o intuito de contribuir nesta plêiade de informações, propomos que FSH atue de 

maneiras diferenciadas, de acordo com a variação etária, em células de Sertoli. Em ratos 

imaturos (10-15 dias), FSH estimula, rapidamente (segundos a minutos), a captação de 
45

Ca
2+

 

e o transporte de [
14

C]MeAIB. Estas ações foram bloqueadas por PTX, o que indica a 

participação da subunidade Gβγ da proteína Gi nestas ações do hormônio. Esta hipótese foi 

corroborada pelo resultado que demonstra que forscolina (que estimula AC através da 

ativação de Gαs) não influencia na captação de 
45

Ca
2+

 nesta células imaturas. 

Quando as ações estudadas de FSH foram inibidas por Wortmannin, foi demonstrando 

que a proteína Gβγ atua via PI3K. Também foi demonstrado que na presença de Verapamil a 

captação de 
45

Ca
2+

 , estimulada por FSH é bloqueada, o que demonstra que o Cav1 é o alvo 

desta sinalização. Da mesma forma, o transporte de [
14

C]MeAIB, que está associado à 

captação de 
45

Ca
2+

, foi inibido pelas mesmas ferramentas farmacológicas neste e em trabalhos 

anteriores (Wassermann, 1992a).  

Também é importante ressaltar a complexa relação parácrina do FSH e outras 

moléculas. Neste trabalho, demonstramos a relação entre FSH e IGF-I agindo de forma 

cooperativa, nas ações estudadas, ambos estimulam a captação de
 45

Ca
2+

 e o transporte de 

[
14

C]MeAIB, mas os mecanismos de cada hormônio ocorrem através de vias diferentes e 

independentes. O que já foi demonstrado por outros autores em parâmetros diferentes do 

avaliados por nós (MERONI  et al, 2004 , KHAN et al, 2002). 
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Estas ações do FSH e IGF-I diminuem com o avanço da puberdade (VILLALPANDO 

et al, 2008, KHAN et al, 2002). IGF-I diminui sua ação, bem como a expressão de seus 

receptores aparecem reduzidas, após 21 dias (HANSSON et al, 1989). Entretanto FSH 

continua atuando em outros parâmetros após a puberdade, como na síntese de algumas 

proteínas e fatores importantes ao desenvolvimento da espermatogênese, o que demonstra 

uma dicotomia entre as funções proliferativas do FSH e suas funções na manutenção da 

espematogênese.  

Os resultados aqui discutidos permitem visualizar a possibilidade de que o mecanismo 

envolvido nas ações rápidas de FSH, em célula de Sertoli em ratos durante a fase 

proliferativa, seja mediado pela via Gi/Gβγ/PI3Kγ/PIP3/PKB-Akt/Cav1. 

Entender como ocorre esta conversão, na célula de Sertoli, de imatura à madura, tanto 

na regulação de secreção de isoformas de FSH na hipófise, na interação destas com o FSHR, 

bem como nos mecanismo intracelulares sinalizados em cada fase de desenvolvimento, são 

pontos a serem estudados.  

Citando Enrico Sertoli , em 1865, “Eu não acredito que as células ramificadas sejam 

destinadas à produção dos espermatozóides, entretanto não é possível negar categoricamente, 

mas eu penso que a função das células ramificadas está ligada a formação dos 

espermatozóides.” (SERTOLI, 1865). 
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FIGURA 6.1: Esquema hipotético da sinalização do FSH e IGF-I nas células de Sertoli de ratos 

imaturos, indicando os locais de bloqueios farmacológicos, bem como os bloqueadores 

utilizados para modular as ações de FSH e IGF-I em células de Sertoli de ratos imaturos. 

 

II. ADDENDUM  

 

No transcorrer do desenvolvimento do trabalho de pesquisa, encontramos resultados 

que, a primeira vista, não tinham uma explicação aparente, ou em virtude de carências 

tecnológicas ou em decorrência do status científico do assunto do momento. 

Muitas estratégias experimentais baseiam-se em modular a atividade de determinadas 

estruturas relacionadas ao suposto mecanismo a ser estudado. Para tanto se utilizam 

ferramentas farmacológicas, as quais são agonistas ou antagonistas de receptores, enzimas e 

canais iônicos. Entretanto, a ativação de mecanismos, vinculados a estas estruturas, são 

muitas vezes semelhantes. O que nos leva a questão inicial, ou seja, a utilização de 

ferramentas experimentais, pode em algum grau modular ações diversas das desejadas, 

produzindo resultados não esperados, dependendo do modelo experimental e do tecido 

estudado. Em uma exemplificação mais ampla, podemos relacionar estes resultados paralelos, 

como os efeitos adversos de vários fármacos. 



158 
 

Neste contexto, em razão de ser a pesquisa a busca da verdade, e segundo Claude 

Bernard (1865) “Teorias nada mais são que verdades parciais e temporárias que 

necessitamos, como etapas, na investigação o progresso...O essencial princípio da 

experimentação está, portanto, na dúvida, aquela dúvida filosofal que permite ao espírito 

liberdade e iniciativa...”, observamos alguns resultados, os quais apresentaremos e 

discutiremos nesta seção. 
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IA. AÇÃO PARADOXAL DE BLOQUEADORES DE CANAIS DE CA2+ DEPENDENTES DE 

VOLTAGEM DO TIPO L. 

 

FSH estimula o transporte de aminoácidos [
14

C]MeAIB de forma independente da via 

Gαs-AC-AMP (FIG 5.1) (IRUSTA E WASSERMANN, 1974; PEREZ-SANCHES E 

WASSERMANN, 1981), estando associado à captação de 
45

Ca
2+

. Em nosso protocolo 

experimental foi observado o efeito de membrana do FSH (através da modulação de FSHR), 

onde em poucos segundos altera o potencial de membrana de maneira bifásica, e é observado, 

em 2 minutos, o estímulo da entrada de 
45

Ca
2+

 através de canal de Cav1,. Ambos os transportes 

(
45

Ca
2+

 e [
14

C]MeAIB) foram bloqueados por PTX, Wortmannin e Verapamil em células de 

Sertoli imaturas. 

No desenvolvimento do trabalho, foram utilizados outros bloqueadores de canais Cav1, 

como as DHP (nimodipina e nifedipina). Entretanto, o que era observado transcendia a lógica, 

naquele momento. Estes bloqueadores são utilizados na clínica como antihipertensivos, 

atuando em canais de cálcio de miócitos cardíacos e vasculares. Nestas células, o bloqueio 

dos canais leva a um relaxamento pela diminuição de Cálcio intracelular, sendo esta ação 

dependente da dose.  Em células de Sertoli a utilização de DHP, bloqueador de Cav1(CCDV 

do tipo L), aumentou o transporte de [
14

C]MeAIB, da mesma forma que despolariza o PM.  
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FIGURA IA: Ação da Nimodipina (1µM) sobre o transporte de [
14

C]MeAIB (relação 

tecido/meio-T/M) estimulado por FSH (4mU/mL).(ANOVA *p<0,05; **p<0,01 n=20). 
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FIGURA IIA: Ação da Nimodipina (100µM e 5µM) sobre o potencial de membrana da 

célula de Sertoli e modulando a resposta de FSH (4mU/2µL).(Teste t de Student*p<0,05; 

n=10). 

 

Para entender como um bloqueador de Cav1 apresenta um efeito paradoxal, ou seja, 

diferente de outros bloqueadores, como o verapamil, para a mesma ação em células de Sertoli 

(WASSERMANN E LOSS, 1989), buscou-se na literatura relatos de outras ações destas 

estruturas. Entre os relatos, destaca-se um (SWEENEY E DOLPHIN, 1992) onde é 

demonstrado que os fármacos (DHP) que modulam a probabilidade de abertura dos CCDV ( 

agonistas e antagonistas) também podem atuar em locais distintos dos citados, gerando ações 

muitas vezes inesperadas, de acordo com o tecido estudado.  

Sweeney e Dolphin (1992) relataram que agonistas e antagonistas podem interferir na 

ação de GTPase relacionada à proteína Go/i onde, de forma dependente da dose, estas drogas 

aumentam o Vmáx e diminuem o Km deste tipo enzimático, em membranas de neurônios de 

córtex frontal. Segundo os autores, esta ação seria inibida por PTX. A ação de estímulo de 

GTPase é semelhante tanto para os agonistas com para os antagonistas testados, pois são 

B 
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muito parecidos estruturalmente, sendo maior em doses maiores, principalmente para o 

antagonistas. 

Então, o que podemos estar observando é uma ação de estímulo de GTPase das DHP 

relacionada à dose utilizada , utilizamos 1, 5 e 100µM. No artigo, os autores relatam que a 

dose de 0,3 do antagonista utilizado foi o valor onde não houve o estímulo da atividade 

GTPase. 

Também é relatado na literatura que verapamil, uma fenilalquilamina, inibe a 

fosforilação de PKB/Akt na serina 473, necessária a sinalização desta cinase. Esta ação é 

induzida por insulina e IGF-1 através de seu receptor cognato (IR, IGF-IR), PI3Kα ou β. O 

mecanismo estudado baseou-se na relação de indução de toxicidade por verapamil em altas 

doses, ação revertida por insulina através da competição pelo sítio de fosforilação de 

PKB/Akt (BECHTEL  et al, 2008). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bechtel%20LK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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IIA. AÇÃO DE BLOQUEADORES DA ATIVIDADE TIROSINA CINASE 

 

Thyrphostin AG1024 (TAB.5.1) foi desenvolvido como bloqueador específico de IGF-IR, 

tem sido relacionado à fosforilação de outras estruturas que acolhem ações de fosforilação 

em resíduos de aminoácidos. Alguns pesquisadores demonstraram que este bloqueador 

inibe a fosforilação de PKB/Akt, de forma direta, inibindo sua sinalização subseqüente em 

células humanas de câncer de mama e em células de leucemia mielóide crônica, 

respectivamente (DEUTSCH et al, 2004, WEN et al, 2001). Ação semelhante também foi 

relatada para outro bloqueador AG1478, inibidor de receptor tirosina cinase para EGF 

(EGFR), pode ter ação em outras estruturas, sem alterar a fosforilação do receptor (TANG 

et al, 2002). Neste trabalho, os autores relataram que ação de carbacol, estimulando o 

receptor muscarínico M3, em células de astrocitoma 1321N1, causa a fosforilação de Akt. 

Quando estas células são tratadas com AG1478 a fosforilação de Akt, induzida por 

carbacol, é inibida, no entanto ao mesmo tempo não é observada a fosforilação de EGFR 

nesta ação, a qual ocorre via GPCR (TANG et al, 2002). 

Observamos que o bloqueador Thyrphostin AG1024 inibiu o transporte de 

[
14

C]MeAIB estimulado por FSH, ação diferente da observada quando utilizado um 

bloqueador análogo inativo de IGF-I (JB1) (PIETRZKOWSKI et al, 1992; PIETRZKOWSKI 

et al, 1993), o qual não atua inibindo os sítios de fosforilação do receptor. Descrevemos que 

FSH atua em células de Sertoli de ratos imaturos, através da via Gi/Gβγ/PI3Kγ/PIP3/PKB-

Akt/Cav1, então o resultado encontrado com Thyrphostin AG1024 pode ser um indicativo da 

ação de Akt sobre os Cav1. 
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FIGURA IIIA: Ação de Thyrphostin AG1024 sobre a ação de FSH (4mIU/mL no 

transporte de [
14

C]MeAIB (relação tecido/meio-T/M). (ANOVA *p<0,05 em relação ao 

controle e **p<0,01 em relação ao controle n=10 por grupo). 

 

 

IIIA. AÇÃO DE BLOQUEADOR DE ADENILIL CICLASE SQ 22,536 

(9(TETRAHIDRO-2-FURANIL)-9H-PURINA-6-AMINA). 

 

SQ 22536 (9-(Tetrahidro-2-furanil)-9H-purina-6-amina) é um inibidor de Adenilil 

ciclase capaz de fosforilar a enzima inibindo a interação de seus centros catalíticos C1 e C2. 

Estudos sobre a estrutura da adenilil ciclase, utilizando técnicas de mutagênese, mostraram 

que o local de ligação da subunidade Gαs está no lado oposto ao local de ligação da 

subunidade Gαi (DESSAUER et al, 1998). Para entender a regulação desta enzima é 

importante conhecer sua estrutura secundária e terciária, são descritos dois sítios catalíticos 

C1 e C2, sendo que forscolina e análogos ATP (ATP, APMC e inibidores Gαs) ligam-se na 

interface entre os dois domínios, aumentando ou diminuindo a afinidade das mesmas. A 

subunidade Gαs liga-se no domínio C1, e a subunidade Gαi diminui a interação entre os dois 

sítios catalíticos, o que reduz a funcionalidade da enzima adenilil ciclase (TANG E GILMAN, 

1991). Também é relatado que algumas isoformas de AC também podem ser moduladas por 
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outras moléculas como o complexo Ca
2+

 Calmodulina, a subunidade Gβγ (atuando de forma 

estimulatória ou inibitória), RGS, modificações pós-translacionais como fosforilações ou a 

presença de miristoilações (SUNAHARA E TAUSSIG, 2002). 

Foi utilizado o bloqueador de adenilil ciclase para ratificar a ação de FSH sobre a 

captação de  
45

Ca
2+

 , já demonstrado  pela utilização de forscolina , neste trabalho, e sobre o 

transporte de[
14

C]MeAIB, esta última ação já identificada em trabalhos anteriores de 

Wassermann e colaboradores (IRUSTA E WASSERMANN, 1974; PEREZ-SANCHES E 

WASSERMANN, 1981). 

No entanto, foi observado que o antagonista de adenilil ciclase, SQ 22,536 apresentou 

um estímulo per se sobre a captação de  
45

Ca
2+

, embora esta ação não tenha sido refletida no 

transporte de [
14

C]MeAIB (FIG 3A), e o antagonista de AC não tenha bloqueado a ação de 

FSH sobre estes parâmetros. 
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FIGURA IVA: Ação de SQ 22536 (100µM) sobre o transporte de [
14

C]MeAIB e sobre 

a captação de  
45

Ca
2+

 ,na presença e ausência de FSH (4mIU/mL). (ANOVA *p<0,05, n=5). 

 

Alguns autores descreveram ação semelhante em outros modelos experimentais, 

Mittra e Bourreau (2005), observaram que SQ 22536 (9-(Tetrahidro-2-furanil)-9H-purina-6-

amina) inibiu o efeito inotrópico positivo de adrenomedulina, potencializando o efeito 

inotrópico negativo, sendo esta ação sensível à PTX, ou seja via Gi, sugerindo que além de 

inibir a adenilil ciclase, SQ 22536 possa estimular Gi estimulando , neste modelo a redução de 

AMPc , através de Gαi. 

Weinryb e Michel (1974) e Haslam e colaboradores (1978), descreveram observações 

semelhantes, demonstrando que SQ 22536 inibe a agregação plaquetária de maneira não 

competitiva, reduzindo a ação da adenilil ciclase, sendo esta ação relacionada MgATP. 

Entretanto, neste período ainda não havia sido descrita a estrutura como Rodopsina, para 

proteína G, o que ocorreu em no início da década de1980 (OVCHINNIKOV et al, 1982), 

além de outros subtipos desta estrutura, como a descrição da proteína Gi , a qual reduz a 

atividade de AC e leva a um decréscimo de AMPc intracelular, o que ocorreu em 1984 por 

Neer e colaboradores (BIRNBAUMER, 2007b). Fabbri e colaboradores (1991) também 
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descreveram que SQ 22536 reduz a atividade de AC, ao mesmo tempo em que produz um 

aumento nas concentrações de GTP, Mg2+ e Mn2+. Esta ação reduziu o efeito de adrenalina, 

noradrenalina, isoproterenol e fenilefrina sobre AC em hepatócitos de ratos e peixes. 

A ação de SQ 22536 é próxima a ação da subunidade Gαi na inibição da interação 

entre os sítios catalíticos de AC, resultando na redução da concentração de AMPc. Entretanto 

o estímulo de Gi , que resulta na dissociação de Gαi e Gβγ de alguma forma pode estar sendo 

mimetizado pelo antagonista, pois o transporte de [
14

C]MeAIB, que é independente da 

modulação de AC por FSH, foi estimulado por SQ 22536. Logo , este inibidor pode estar 

atuando também na dissociação das subunidades de Gi, mas esta é uma especulação que 

necessita ser explorada. 

Todas as ações descritas neste capítulo são curiosidades científicas observadas através 

da utilização de ferramentas farmacológicas, as quais demonstraram diferentes vias daquelas 

idealizadas para as estruturas em questão. Estes dados nos chamam a atenção sobre a questão 

da interpretação dos dados, através de tentativas de aproximação e extrapolação laboratorial, 

das quais lançamos mão para descrever mecanismos biológicos complexos. Nesta situação 

simplificada, eliminamos variáveis para conseguirmos um resultado conclusivo, entretanto 

devemos ter sempre em mente que a razão destas aproximações experimentais reside em 

descrever processos biológicos que não são de todo desvendados ou conhecidos. Então, 

qualquer dado, quando repetido dentro do rigor científico adequado, deve ser levado em 

consideração, mesmo que não satisfaça as expectativas do pesquisador. A partir deste 

princípio estaremos em contato com a busca da verdade científica. 
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