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PIP: Fosfatidil Inositol-4-Fosfato
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POR FSH EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS (15 DIAS DE IDADE).

FIGURA 4.8: (A) O ESTIMULO DE FSH SOBRE A CAPTAGAO DE **Ca?" (PMOLES **CA%*/G DE
TESTICULO) FOI INIBIDO POR WORTMANNIN (100NM), EM TESTICULOS INTEIROS. (B) INIBICAO DO
ESTIMULO DE FSH SOBRE O TRANSPORTE DE [**C] MEAIB (RELAGAO TECIDO/MEIO-T/M) POR
WORTMANNIN (L00NM), EM TESTICULOS INTEIROS.

FIGURA 4.9: (A) WORTMANNIN (LOONM), APLICADO TOPICAMENTE 2 MINUTOS ANTES DA APLICAGAO
TOPICA DE FSH (4MU), INIBIU A RESPOSTA ELETROFISIOLOGICA DE FSH SOBRE O PM DAS CELULAS
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DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS (15 DIAS). (B) AGAO DE WORTMANNIN (L00ONM) SOBRE 0 PM DE
CELULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS.

FIGURA 4.10: AGAO DE IGF-1 SOBRE A CAPTAGAO DE *°CA** (PMOLES DE *CA®*/G DE TESTICULO) EM
TESTICULOS INTEIROS.

FIGURA 4.11: ACAO DE IGF-1 SOBRE A CAPTACAO DE [**C] MEAIB com 5, 10, 25,50, 100NG/ML.

FIGURA 4.12: ACAO ELETROFISIOLOGICA DE IGF-1 (25NG/ML) SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA
DAS CELULAS DE SERTOLI.

FIGURA 4.13: ACAO DE JB1 SOBRE A CAPTACAO DE **CA?" (PMOLES DE “*CA?*/G DE TESTICULO)
ESTIMULADA POR FSH E IGF-I.

FIGURA 4.14: ACAO DE FORSCOLINA (0,1pM) SOBRE A CAPTACAO DE “*CA?* EM TESTICULOS
INTEIROS.

FIGURA 4.15: REGISTRO ELETROFISIOLOGICO DA AGAO DE FORSCOLINA SOBRE O PM DAS CELULAS
DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS.

FIGURA 4.16: RESPOSTA ELETROFISIOLOGICA DE FSH SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA (PM) DE
CELULAS DE SERTOLI DE RATOS COM DIFERENTES IDADES.

FIGURA 4.17: REGISTRO ELETROFISIOLOGICO DEMONSTRANDO A DESSENSIBILIZAGAO ESTIMULADA
PELA APLICACAO DE FSH EM INTERVALOS DE TEMPOS DETERMINADOS.

FIGURA 5.1: GRAFICOS COMPARATIVOS DA AGAO DE FSH E AMPC SOBRE A CAPTAGAO DE
[“CIMEAIB (A) E SINTESE PROTEICA EM RATOS IMATUROS(B). FSH ESTIMULA A CAPTACAO DE
[**C]MEAIB INDEPENDENTE DA ACAO DE AMPC.

FIGURA 5.2: PAPEL DA PROTEINA G MEDIANDO FUNGOES ATRAVES DE RECEPTORES ADRENERGICOS E
MUSCARINICOS COM A PRESENGA DE SUBUNIDADES DIVERSAS DE PROTEINA G (GI1 E GS). GERANDO
MULTIPLAS AGOES A PARTIR DA LIGAGAO DO AGONISTA.

FIGURA 5.3: (A) AUMENTO DA FASE DESPOLARIZANTE DA RESPOSTA ELETROFISIOLOGICA DE FSH ,
NA PRESENGCA DE MEAIB. (WASSERMANN ET AL, 1992A); (B) PERFIL DA AGAO DE FSH SOBRE O
TRANSPORTE DE [*“C]MEAIB EM DIFERENTES IDADES.

FIGURA 6.1: ESQUEMA HIPOTETICO DA SINALIZACAO DO FSH E IGF-I NAS CELULAS DE SERTOLI DE
RATOS IMATUROS, INDICANDO OS LOCAIS DE BLOQUEIOS FARMACOLOGICOS, BEM COMO OS
BLOQUEADORES UTILIZADOS PARA MODULAR AS ACOES DE FSH E IGF-l1 EM CELULAS DE SERTOLI DE
RATOS IMATUROS.

FIGURA IA: ACAO DA NIMODIPINA (1uM) SOBRE O TRANSPORTE DE [C]MEAIB (RELACAO
TECIDO/MEIO-T/M) ESTIMULADO POR FSH (4MU/ML).

FIGURA I1A: ACAO DA NIMODIPINA (100uM E 5uM) SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DA CELULA
DE SERTOLI E MODULANDO A RESPOSTA DE FSH (4MU/2uL).

FIGURA I11A: ACAO DE THYRPHOSTIN AG1024 SOBRE A ACAO DE FSH (4MU/ML NO TRANSPORTE DE
[**CIMEAIB (RELAGAO TECIDO/MEIO-T/M).

FIGURA IVA: ACAO DE SQ 22536 (100uM) SOBRE O TRANSPORTE DE [*C]MEAIB E SOBRE A
CAPTAGCAO DE “°CA*" NA PRESENCA E AUSENCIA DE FSH (4MU/ML).

TABELA 3.1 COMPOSICAO SALINA E CONCENTRAGOES PRESENTES NAS SOLUCOES ESTOQUE DE KRB E
NA SOLUCAO FINAL.
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TABELA 5.1: FORMULAS ESTRUTURAIS DE GENISTEINA, TYRPHOSTIN AG1024 E TYRPHOSTIN
AG1478.
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RESUMO

O hormonio foliculo estimulante (FSH) desempenha um papel central no desenvolvimento da
célula de Sertoli até a puberdade, e na sinalizacdo desta célula em relacdo a série
espermatogénica, apds a puberdade. Na fase proliferativa, FSH atua estimulando a captacéo
de Ca?* e o transporte de aminoécidos neutros nas células de Sertoli, além de ativar a via
adenilil ciclase-AMPc. Neste periodo, que em ratos compreende do 5° dia ao 25° apos o
nascimento, FSH atua aumentando o nimero e o tamanho das células de Sertoli, sendo esta
acdo fundamental para que se processe uma espermatogénese normal no individuo adulto. A
sinalizacdo estimulada por FSH nestas células varia com idade, reduzindo seu estimulo sobre
o transporte de Aminoacidos neutros (via sistema A) no periodo pos- pubere. Adicionalmente,
FSH estimula uma resposta eletrofisiol6gica bifasica, representada por uma hiperpolarizagdo
répida, seguida de uma despolarizacdo 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 captacdo de “*Ca®*, de transporte de
[**C]MeAIB e de registro eletrofisiolégico intracelular, para a verificacdo da acdo do FSH
através de proteina Gs e proteina Gi, bem como de suas vias subseqiientes. Foi observado que
FSH estimula a captacdo de **Ca”" e o transporte de [**C]MeAIB via proteina Gi, acdo esta
independente do aumento de AMPc, pois foram blogueadas por Toxina Pertussis (PTX) e ndo
foram mimetizadas por forscolina. Da mesma forma, a despolarizacao estimulada por FSH foi
inibida por PTX. Subsequente a ativacdo de Gi, PI3K ¢ estimulada por FSH, em células de
Sertoli imaturas. Esta via foi bloqueada por wortmannin, o que inibiu a acdo de FSH nos
parametros analisados. Também foi estudada a acdo de IGF-I sobre a captagdo de “°Ca?*,
sobre o transporte de [*C]MeAIB e foi observada sua resposta eletrofisiolégica. Verificou-se
acio de IGF-I nos transportes de “°Ca** e [**C]MeAIB de maneira significativa, e observou-se
uma despolarizagdo como resposta eletrofisiologica a sua aplicacdo topica, 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 sintese e a secrecdo de IGF-I,
nestas células durante o periodo pré-pubere. Entdo foi verificada se a acdo de FSH ocorre via
IGF-1 ou através de mecanismos paralelos. Para esta verificacdo 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 blogueador JB1, inibe as acdes

estimuladas por IGF-I, entretanto sem alterar a resposta de FSH sobre os parametros
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analisados. E com o intuito de verificar o envolvimento de Ca,; (canais de calcio dependentes
de voltagem do tipo L), foi utilizado verapamil, o qual bloqueou a acdo de FSH sobre a
captacdo de “*Ca*". A partir destes resultados, é possivel sugerir que FSH estimula a captagdo
de “*Ca®*, o transporte de [**C]MeAlIB, bem como apresenta uma resposta eletrofisioldgica
vinculada a via GPCR/Gi/Gpy/PI3K/Akt-PKB/Ca,;, 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 5° to 15° 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 *Ca*" uptake, [**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
*Ca?* uptake through Gi protein pathway, independently of cAMP, this action was bloked by
PTX (250ng/mL) independent of adenil ciclase action. Also *Ca®* uptake, [**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 “*Ca®* uptake and [**C]MeAIB
transport and induce a prolonged depolarization on the MP. The use of an inactive analog of
the IGF-1(JB1 1ug/ml) blocked the IGF-1 action but not the effects of FSH. The utilization of
Verapamil (100 puM) blocker of the Cay; (L type VDCC) inhibited the stimulation of FSH on
®Ca?* uptake and [**C]MeAIB transport. These results suggest that the FSH action during
proliferative stage of Sertoli cells on “°Ca®* uptake, [**C]MeAIB transport and MP

modification related to the GPCR/Gi/GBy/PI3K/Akt-PKB/Ca,; pathway.
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1. INTRODUCAO

1.1. SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO: TESTICULOS

Os testiculos sdo o6rgdos pareados, ovoides, encapsulados por uma forte membrana
fibrosa chamada tunica vaginallis (tunica albuginea). Desenvolvem-se dentro da cavidade
abdominal e, no homem, migram um pouco antes do nascimento do seu local de origem para
0 escroto. O mesénquima testicular pode ser grosseiramente dividido em dois compartimentos
principais: o espaco intersticial e os tabulos seminiferos. O espaco intersticial contém células
de Leydig, macrofagos, vasos sanglineos e fluido linfatico. A parede externa dos tdbulos
seminiferos é formada por células midides peritubulares e células endoteliais. A lamina basal
(ou membrana basal) cobre a parede externa do tubulo. Sobre a membrana basal situam-se
células germinativas tronco (espermatogdnias) e as células de Sertoli. Extensdes
citoplasmaticas das células de Sertoli formam uma matriz estrutural altamente organizada
dentro da qual a espermatogdnia se desenvolve em espermatozdide maduro (SKINNER,

1991).
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FIGURA 1.1: Representacdo artistica do testiculo de rato e humano. O testiculo de ambos, rato
e humano, consiste de uma tunica albuginea fibrosa, que encapsula um grande ndmero de
tubulos seminiferos. O testiculo humano € divido em lI6bulos, por numerosas particdes
fibrosas dentro do testiculo. Estas particdes estdo ausentes no testiculo de rato. (VAN
ROIJEN, 1999).

1.1.1. TUBULOS SEMINIFEROS

Os tubulos seminiferos foram descritos por Regaud em 1901, como sendo
circunscritos por uma camada poligonal de células achatadas. No primeiro estudo publicado,
utilizando microscopia eletronica, neste tecido, Clermont (1958) achou uma camada de
células contrateis entre duas lamelas de carboidratos, rica em material amorfo associado a
fibrilas de colageno. Em 1969 foi introduzido o termo “célula midide” para enfatizar a
ultraestrutura similar entre as células peritubulares contrateis e as células de musculatura lisa.
As células mioides peritubulares (miofibroblastos) estdo em contato com a lamina basal do
epitélio seminifero proximo das espermatogonias e das celulas de Sertoli. Estas células
produzem contracbes que contribuem para 0 movimento das células germinativas

diferenciadas e de fluido através do Iimen durante a espermatogénese, bem como, estdo
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envolvidas na sinalizacdo paracrina dos tabulos (JOHNSON, 2008, SKINNERAND FRITZ,
1986; HETTLE, 1988; MAEKAWA, 1996; BRESSLER e ROSS, 1972).

Além destas estruturas, encontram-se nos tubulos, células endoteliais e sinusdides
peritubulares linfaticos. O epitélio germinativo do testiculo adulto é composto por uma
populacdo fixa de células de suporte (células de Sertoli), populacdo de células germinativas
primordiais (espermatogonias) localizadas sobre a lamina basal e uma populacdo maével de
células germinativas em diferentes graus de diferenciacdo. Ja no animal imaturo hd somente
células de Sertoli em desenvolvimento e espermatogbnias ou gondcitos, dependendo da idade.

Sao encontrados trés tipos de juncdes celulares nos testiculos: junces ocludentes,
juncbes de ancoramento e as juncdes comunicantes (tipo GAP), geralmente as juncoes
ocludentes (tight junctions) ocupam a porcdo mais apical da célula, seguida das juncGes de
ancoramento, e em paralelo, estdo localizados os desmossomas formadores das juncdes
comunicantes. Juntas, estas estruturas formam um complexo juncional disperso pelo epitélio
seminifero ancorado a matriz extracelular (CHENG E MRUK, 2002). Também ha variacdo na

quantidade e no tipo de juncédo presente dependente da idade de maturagéo do testiculo.

Tubulos Seminiferos

-~ _Peritubular

Sertoli

Germinativa

FIGURA 1.2: Representagdo artistica da localizagéo do tubulos seminiferos no testiculo e das
células de Sertoli nos tabulos (Adaptado de Skinner,1991).
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Cortes histoldgicos dos tubulos seminiferos mostram espermatogdnias locadas na
porcao basal do epitélio seminifero, espermatdcitos na porcao medial, espermatides proximo
do é&pice deste epitélio, demonstrando a progressdo do desenvolvimento relacionada a
maturacdo das células germinativas (FIG 1.2). Quando as espermatides sdo liberadas ou
espermiadas, progridem a espermatozoides, (JOHNSON et al, 2008).

As células de Sertoli provéem suporte estrutural aos tdbulos seminiferos, além de
apresentar um importante papel no controle de processos bioquimicos das células
germinativas (RUSSEL, 1993). O que define este suporte € a formacdo da barreira
“hematotesticular” ou “barreira de células de Sertoli” composta por complexos de juncgdes
ocludentes entre células de Sertoli adjacentes. (DYM E FAWCETT, 1970; RUSSEL E
PETERSON, 1985, JEGOU, 1993).

Os tabulos sdo separados ap6s a puberdade, em dois compartimentos constituidos a
partir da formacdo das juncbes apertadas entre as células de Sertoli, gerando a barreira
hematotesticular (FAWCETT et al, 1970). Esta organizacdo celular proporciona um ambiente
adluminal isolado do meio extratubular, impermeavel as moleculas hidrofilicas maiores, onde
a comunicagdo entre as células de Sertoli e as células germinativas ocorre de forma paracrina,
a qual varia conforme o estdgio de maturacdo das gbnadas, proporcionando uma diversa
relacdo hormonal e nutricional entre as células intratubulares.

No compartimento basal residem apenas as espermatogonias e espermatides em fase
de pré-leptoteno. As células que ja entraram na préfase da meiose, comecam a atravessar a
barreira para alcancar o compartimento adluminal (RUSSELL, 1993). Centralmente dentro do
tubulo localiza-se o Iumen tubular, o qual é preenchido com fluido seminifero tubular e
espermatozdides. Todos os tubulos unem-se na rete testis, de onde o contetudo tubular €

direcionado para dentro dos ductos eferentes e para o epididimo (JEGOU, 1993).
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FIGURA 1.3: Micrografia eletrénica de um corte histologico de tabulo seminifero de rato
adulto. (SC) Célula de Sertoli; (GC) Células germinativas; (L) Espermatogdnias (adaptado de
Cheng e Mruk, 2002).

A presenca da barreira hematotesticular estabelece, também, um ambiente
imunologicamente protegido, garantindo a progressdo espermatogénica. A perda deste
complexo juncional resulta na incapacidade de manter a espermatogénese (WONG E
CHENG, 2005). A relacdo entre as células de Sertoli e as células germinativas é organizada e
altamente especifica, dependendo da fase de desenvolvimento, definindo desta forma, o ciclo

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

cada estagio do ciclo espermatogénico (JOHNSTON et al, 2004).

1.1.2. DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DAS GONADAS MASCULINAS

O desenvolvimento gonadal dos mamiferos envolve uma complexa interrelacéo entre
os diversos tipos celulares que compde esta estrutura. Durante o inicio do desenvolvimento

embrionario em mamiferos, ndo ha sexo fenotipico aparente. Embrides machos e fémeas tém
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um conjunto duplo de ductos genitais rudimentares, e gonadas indiferenciadas que podem
desenvolver-se em testiculos ou ovarios. A formacdo dos testiculos inicialmente ndo é
dependente de gonadotrofinas ou hormonios esterdides, e sim das atividades de celulas pré-
Sertoli e de células mioides peritubulares (BRESSLER E ROSS, 1972; SIMORANGKIR,
2003). No entanto, na série de eventos que se seguem a determinacdo e diferenciacdo dos
testiculos, a testosterona produzida pelas células de Leydig e o horménio anti-Mdlleriano
produzido pelas células de Sertoli sdo de importancia critica no desenvolvimento das
caracteristicas masculinas primarias (e mais tarde secundérias), incluindo o papel protagonista
da testosterona na iniciagdo da espermatogénese na puberdade e manutengdo da

espermatogénese no adulto (SHARPE et al, 2003).

As células de Sertoli ttm um papel central no desenvolvimento funcional do testiculo,
bem como na expressao do fendtipo masculino. S&o as primeiras células a se diferenciarem,
ainda na gbnada primordial, tornando o epitélio seminifero apto a estruturar-se; atua
prevenindo meiose das células germinativas e estimulando a diferenciacdo e funcdo das
células de Leydig (MACKAY, 2000). As células de Sertoli aumentam a regressao dos ductos
mullerianos, através da secrecdo do hormonio anti-Mulleriano (AMH) (MACKAY, 2000;
JOSSO et al ., 2006). O AMH é produzido pelas células de Sertoli do inicio da vida fetal até a
puberdade Na puberdade sua sintese é diminuida, possivelmente por acdo sinérgica da
testosterona intratesticular e das células germinativas meidticas (REY, 2000).

Apobs a puberdade, as células de Sertoli passam a suportar a espermatogénese, como sera

descrito adiante.
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FIGURA 1.4: Representacdo esquematica 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 periodo fetal e neonatal até
entre os 15-20 dias apos o nascimento (BAKER E O’SHAUGHNESSY, 2001;

VERGOUWEN et al, 1993; JOHNSTON, 2004).

A conversdo de célula de Sertoli imatura para a adulta ocorre durante a puberdade,
chamada de maturacdo ou diferenciacdo e é caracterizada por vérias etapas. O termo
diferenciacédo é aplicado, pois as células de Sertoli acabam de se diferenciar proximo a idade
adulta, embora seja um termo utilizado para eventos ocorrido na vida fetal, nas células de
Sertoli é chamada de diferenciacdo funcional (JEGOU, 1992; SHARPE, 1994; MCLAREN,
1998). A maturacéo envolve perda da capacidade proliferativa, formacéo de juncdes apertadas

ou ocludentes (tight junctions) entre as células de Sertoli formando a barreira hematotesticular
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e aumento de funcBes que ndo estdo presentes nas células de Sertoli imaturas (SHARPE et al,
2003). Ha diferencas entre as espécies no momento em que esta conversdao ocorre. Em
roedores, a proliferacdo das células de Sertoli ocorre entre a vida fetal e neonatal e em
primatas parece ser mais predominante no periodo pré puberal (FIG1.5). Vérios estudos
indicam que a atividade proliferativa das células de Sertoli ocorre em dois periodos 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).
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FIGURA 1.5: (A) Variacdo no numero de células de Sertoli em relacédo a idade, em diferentes
animais (SHARPE et al, 2003); (B) Micrografias demonstrando tubulos seminiferos de
diferentes animais , em diferentes estagio de espermatogénese (HESS E FRANCA, 2007).
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Proximo ao inicio da puberdade, as células de Sertoli sofrem grandes modificagfes em
sua morfologia e em sua funcdo, mudando seu status de imaturo (proliferativo), para maduro
(ndo proliferativo). Células de Sertoli organizam-se de forma adjacente, e, ap6s a formacéo
das juncGes apertadas, € criado um compartimento adluminal (intratubular) que propicia as
etapas meioticas e pds-meidticas da espermatogénese. Este compartimento formado propicia a
nutricdo e suporte fisico adequado a progressdo espermatogénica, fornecendo acesso direto as
células germinativas de varios fatores necessarios ao seu desenvolvimento (JEGOU, 1992;
MCLAREN et al, 1998; SHARPE, 1994). Com excecdo da producdo de AMH, varios autores
indicam que uma mudanca na expressao génica, em células de Sertoli em desenvolvimento,
ocorre entre 0 5° e 10° dias ap6s 0 nascimento. Nesta fase ha um significativo aumento no
numero de células de Sertoli nos tubulos seminiferos (LINDSEY E WILKINSON, 1996).
Durante este periodo inicia-se a proliferacdo espermatogonial e sua meiose (MCCARREY,
1993), células de Leydig adultas iniciam sua diferenciacdo (NEF et al, 2000; BAKER et
al,1999)e ocorre a formacdo da barreira hematotesticular (CYR et al,1999), sendo este
eventos relacionados a mudancas funcionais das células de Sertoli. Também é observado até o
5° dia apds o nascimento, o aumento dos niveis circulantes de FSH (MICHAEL et al, 1980,

JEAN-FAUCHER et al, 1983).

Ocorre uma variacdo importante na concentracdo plasmatica de FSH nos periodos
relacionados a gestacdo, ap0s 0 nascimento até o término da puberdade. Durante os Gltimos
dias gestacionais (entre os dias 17-21 fetais) a concentracdo de FSH aumenta préximo de duas
vezes para em torno de 250ng/mL até o nascimento aumentando para 400ng/mL no 5° dia de
vida do rato. Ocorrem picos transientes de FSH no plasma, com valores de 800ng/mL no dia
35 e depois ocorre um platé em 400ng/mL em ratos com 50 dias de idade (CHOWDHURY E
STEINBERGER, 1976, KETELSLEGERS et al,.1978). Também ocorrem variacbes no

namero de receptores para FSH em células de Sertoli. Estas mudancas na populacdo de
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receptores para FSH traduzem a proliferagdo que ocorre entre os dias 2 e 15 apds o
nascimento em células de Sertoli de ratos (ORTH, 1984; MEACHEM et al, 1996). O numero
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 ap6s 0 nascimento

(BORTOLUSSI et al, 1990).

5 Dias

20 Dias

Adulto
(>90dias)

FIGURA 1.6: Micrografia de tdbulos seminiferos normais de ratos de 5, 20 e adultos.
(adaptado de JOHNSTON et al, 2004).
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1.2. ESPERMATOGENESE

Espermatogénese é um processo biologico de transformacdo gradual de células
germinativas a espermatozoides, ocorre em um periodo de tempo determinado para cada
espécie, sendo limitado ao ambiente dos tdbulos seminiferos. Este processo envolve
proliferacdo celular, gerada através de repetidas divisdes mitoticas, duplicacdo cromossémica,
producdo de espermatides e diferenciacdo destas espermatides a espermatozoides. Este
processo € uma evolucdo epitelial que ocorre de maneira sincronizada no tempo produzindo
um ciclo, o qual inicia com a entrada da espermatogénia tipo A em mitose e termina com a
liberacdo das espermatides. A espermatogénese ocorre em ciclos repetidos no epitélio
seminifero, caracterizada por especificas associagdes celulares estabelecidas em pontos
especificos no tempo. Quando estas associa¢es geram distintas alteragdes morfolégicas, sao
identificados diferentes estagios no ciclo. O Ciclo espermatogénico do epitélio seminifero 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 progressao cinética
da espermatogénese pode ser definida como “onda espermatogénica”, sendo que este processo
ocorre de forma sequéncial em um determinado periodo de tempo, definido de forma

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

A espermatogénese € composta por quatro distintas fases onde ocorrem mudancas
moleculares € acontece de forma diversa dependendo da espécie estudada (CHENG E

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

1. A proliferacéo e diferenciacdo espermatogonial.
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2. Meiose dos espermatocitos, incluindo a ultima sintese de DNA nos
espermatdcitos pré-leptoteno e duas divisdes meioticas formando espermatides.

3. Espermiogénese ou transformacdo de espermétides esféricas em
espermatides maduras.

4. Espermiacdo ou liberacdo através do rompimento do ancoramento das
espermatides maduras as células de Sertoli. Este gameta masculino é liberado no

[Gmen tubular.

Estes processos sdo interdependentes, entretanto cada um tem distintas demandas por
moléculas regulatorias, provenientes de forma paracrina, das células de Sertoli, das células
midides peritubulares e das células de Leydig, bem como da rede vascular adjacente. Em
humanos, o intervalo entre o inicio do processo meiotico da espermatogdnia do tipo Agjara € @

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

Clermont e LeBlond (1959) propuseram a classificacdo mais utilizada das células
germinativas, dividindo as espermatog6nias em duas classes distintas de espermatogdnias do
tipo A, presente em primatas e espermatogénias do Tipo B (CLERMONT E LEBLOND
1959, CLERMONT 1969). As espermatogdnias do tipo Aescura (Ag) Sd0 definidas como
“células tronco de reserva”. Estas células coram-se com hematoxilina, ficando escuras, e
apresentam também outras caracteristicas morfofuncionais, como baixa atividade proliferativa
durante uma espermatogénese normal. Entretanto, as células A4 tém sua proliferacdo ativada
durante a expansdo da linhagem germinativa na puberdade (SIMORANGKIR et al, 2005) e
apos deplecdo das espermatogbnias no epitélio germinativo, devido a exposicao a radiacdo e

substancias toxicas (VAN ALPHEN et al, 1988).

Por outro lado as espermatogonias do tipo Aciara (Ap,A1-As) (CLERMONT, 1972) ou

As (especial) (HUCKINS, 1971; OAKBERG, 1971; DE ROOIJ e LOK, 1987,
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SHUTTLESWORTH et al, 2000), tém uma coloracdo nuclear menos densa e apresentam um
continuo processo proliferativo durante cada ciclo espermatogénico. Clermont e seus
colaboradores as chamaram de células-tronco renovaveis ou auto-renovaveis (EHMCKE E
SCHLATT, 2006). Estas células germinativas formam, inicialmente, pares conhecidos como
espermatogonias Apareadas (Ap) , que ligadas por conexdes intercelulares estruturam as
espermatogonias A ainnadas Predestinadas a se diferenciarem (FiG 1.7) (DE ROOWN E

RUSSELL, 2000).

a)Roedores b)Primatas
./ \.I"
/ \\

/

i)

ALAALS
ALLALLY

Populacédo de Espermatogbnias tronco

Células Progenitoras

Espermatogdnias do Tipo B e demais diferenciagdes

FIGURA 1.7: Esquema grafico demonstrando a cinética da amplificacdo de células
germinativas em roedores e primatas (adaptado de EHMCKE E SCHLATT, 2006).
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Em roedores, as células troco espermatogoniais sdo uma populacdo pequena que
raramente divide-se, estando organizadas como células Unicas. Em roedores, as
espermatogonias sdo divididas em 4 subtipos de espermatogoénias do tipo A( Ai-As) € uma
espermatogonia intermediaria tipo B (MEISTRICH E VAN BEEK, 1993; CLERMONT,
1972). Nestes animais as espermatogbnias entram no ciclo do epitélio seminifero como
espermatogbnias Al(Acaa) Ocorrendo um progresso espermatogénico extremamente
sincrénico em 12 etapas (sendo 11 mitoses e 1 meiose) altamente amplificadas gerando em
torno de 8000 espermatides, a partir de um par de espermatogonias Apareadss (EHMCKE E
SCHLATT, 2006). As diferencas na espermatogénese, entre roedores e primatas, residem no
grau de amplificacdo da proliferacdo na direcdo das espermatides (FIG 1.8). Em estudos com
macacos rhesus (SIMORANGKIR et al, 2005) , uma célula progenitora (Acara) , atraves de 5
passos mitoticos e a meiose, podem gerar 128 espermatides , enquanto em humanos, através
de 2 passos mitoticos e a meiose, derivam 16 espermatides (ROOSEN-RUNGE e BARLOW,

1953, SCHULZE, 1979).
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Middle

Precoce Medial Tardio

Ficu
RA 1.8: Estagios de desenvolvimento do epitélio seminifero de roedores (I-XII). Camadas
mostram desenho das associacOes celulares com as células de Sertoli em cada estégio.
Fotografias dos nucleos das espermatides precoces, mediais e tardias coradas com
hematoxilina e reaco acida de Schiff (HESS E DE FRANGCA, 2007).

1.2.1. CONTROLE HORMONAL DA ESPERMATOGENESE

No epitélio seminifero, a associacdo entre células de Sertoli e células germinativas é
definida para cada uma das fases de desenvolvimento estando sob controle hormonal através
de mecanismos enddcrinos classicos, coordenados pelo eixo hipotalamo-hipofise testiculo
(descrito adiante), bem como por mecanismos intrinsecos mediados por horménios, fatores de
crescimento, citocinas (autacdides), moléculas sinalizadoras intracelulares e por
neurotransmissores (DE KRETSER E KERR, 1994; SHARPE, 1994). Em ambos o0s

mecanismos, a célula de Sertoli desempenha um papel central (GRISWOLD, 1998). Foi
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descrito em capitulo anterior, que a célula de Sertoli, durante a puberdade, isola 0 ambiente
tubular, concentrando o transporte intercelular de varios fatores para as células germinativas
(DYM E FAWCETT, 1970). Esta organizagdo tecidual proporciona um ambiente controlado
favoravel ao desenvolvimento da série espermatogénica, que é mediado primariamente pela
secre¢cdo de LH, FSH e testosterona de maneira diferente, nos diferentes estagios de
desenvolvimento. Este controle hormonal envolve comunicagdo intercelular, intracelular e
com o ambiente intra e extratubular, bem como sob o controle neuroenddcrino hipotalamico-

hipofisiério.

Jé& foram descritas mais de 50 moléculas, muitas ainda nao estudadas na sua plenitude.
Muitas destas substancias, ainda, tém efeitos pleiotropicos, gerando a¢des que influenciam de
maneira significativa o contexto gonadal (GNESSI et al, 1997). Varios estudos experimentais
revelaram que a célula de Sertoli produz e secreta diversas proteinas, bem como estdo
descritos muitos mecanismos pelos quais estas agdes ocorrem (GRISWOLD,1998;
GNESSI,1997, LOSS et al, 2007).

As glicoproteinas secretadas pelas células de Sertoli podem ser classificadas baseadas
em suas caracteristicas bioquimicas, como proteinas transportadoras (ex: transferrina e
ceruloplasmina), proteases e inibidores de proteases, glicoproteinas formadoras da membrana
basal e glicoproteinas regulatérias (GRISWOLD, 1998). Estas glicoproteinas atuam como
fatores de crescimento ou fatores paracrinos como substancia inibidora Mulleriana (AMH),
ligante c kit e inibina, além de secretar peptideos bioativos como pré-dinorfinas, nutrientes ou

metabolitos intermediérios.
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1.3. CELULASDE SERTOLI

1.3.1. MORFOLOGIA

Células de Sertoli sdo células somaticas do testiculo e foram originariamente descritas
por Enrico Sertoli, em 1865 (SERTOLI, 1865), ele observou que estas células possivelmente
tinham uma relacdo funcional com as células germinativas por serem “células ramificadas”

(branched cells) relatando da sua observacéo:

“..Eu ndo acredito que as células ramificadas
sejam destinadas a producéo dos espermatozéides
entretanto ndo é possivel negar categoricamente,
mas eu penso que a funcéo das células ramificadas

esta ligada a formagdo dos espermatozoides.”
Enrico Sertoli, 1865
Traduzido por B.P.Setchell (1993)

Estas células estendem-se da base do epitélio seminifero ao seu &pice e interagem
diretamente com as células germinativas, sendo fundamentais para o0 suporte da
espermatogénese e para a migracao 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 as constantes mudancas em sua relacdo tridimensional com as
células germinativas, durante os diversos estagios do ciclo epitelial, bem como devido aos

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

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

FIGURA 1.9: Fotografias de desenhos esquematicos de Sertoli , 1877 (A) e Von Ebner, 1888.
As células escuras sdo as espermatogbnias e aparecem interconectadas por pontes
intercelulares com as células mais claras que sdo 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, espermatides
maduras estao alojadas em cristas citoplasmaticas proximo ao Iimen, prontas para a liberacéo,
enquanto nas células do tipo B estas cristas sdo poucos visiveis ou mesmo ausentes. No
transcorrer dos estagios do ciclo espermatogénico, a ceélula de Sertoli pode modificar-se
passando de uma forma para outra, adaptando-se as mudancas celulares que ocorrem durante
0 desenvolvimento e movimento das células germinativas. Desta forma, modificacGes

drésticas ocorrem nos estagios I, VII, VIII, IX-X1 e XI1I-XIV (MRUK E CHENG, 2004).
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Lumen espermiagio

secrecao

Receptores Hormonais

FIGURA 1.10: Associacdo entre célula de Sertoli e células germinativas. (BTB) barreira
hematotesticular; (BM) membrana basal; (Sg) espermatogbnia; (PL)espermatocitos em pré-
leptoteno; (P) espermatdcitos em paquiteno; (rsd) espermatides arredondadas; (elsd)
espermatides alongadas; (N) nucleo da célula de Sertoli (adaptado de CLERMONT, 1993).
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1.3.2. DESENVOLVIMENTO PUBERAL

Durante os primeiros estagios da organogenése testicular, as células de Sertoli sdo as
primeiras a se diferenciarem na gonada primordial. As células de Sertoli associam-se as
células germinativas formando o tbulo seminifero. Em ratos, esta acdo ocorre entre 13,5 e
14,5 dias pds-concepcao. Apos a formacdo do tecido testicular, o nimero de células de Sertoli
aumenta rapidamente. Alguns estudos indicam que, em ratos, bem como em outros roedores,
a replicacdo das células de Sertoli pode estar confinada ao periodo perinatal, cessando apos a
primeira meiose das espermatogdnias, 0 que ocorre nos primeiros estagios da puberdade
(ORTH, 1982). Entretanto outros autores demonstraram que a populacdo de células de Sertoli
in vivo aumenta durante o periodo perinatal (antes e apds o nascimento). Em ratos, o fim do
periodo neonatal coincide com o periodo puberal (SHARPE et al, 2003). Estas células se
proliferam apds o nascimento, mas cessam sua divisdo em torno dos 15 dias em ratos
(SCHLATT et al, 1999). Em humanos, o nimero de células de Sertoli é maior no periodo
pos-natal que no fetal, mas permanece estavel 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 sdo propostos dois padrdes temporais para a proliferacdo das células de
Sertoli, localizando a mitose destas células dentro do periodo pré puberal (infancia e
adolescéncia) ou alternativamente, restrita a infancia (BREYER et al, 1996). Entretanto
ambos 0s padrBes descritos para primatas diferem do desenvolvimento seminifero de ratos,
onde a divisdo 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 proliferacdo das células

de Sertoli completa-se entre 14-21 dias de idade (BERRY et al, 1992), sendo que este
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aumento estd associado a uma elevacdo na concentracdo de gonadotrofinas onde o FSH
(hormonio  foliculo estimulante) tem papel fundamental (PEREZ-SANCHES E

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

1.4.1. CONTROLE NEUROENDOCRINO

A funcéo testicular pode ser simplificada e dividida em duas principais atividades: a
producdo de testosterona pelas células de Leydig (esteroidogénese) e a producdo de
espermatozdides pelos tabulos seminiferos (espermatogénese). Estas funcbes sdo reguladas
fundamentalmente por dois hormonios, LH (hormonio luteinizante) e FSH (hormonio foliculo
estimulante), sendo estas gonadotrofinas produzidas pela hipofise e secretadas na corrente

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

O controle da sintese e da secrecdo das gonadotrofinas é feito pelo Hormonio
Liberador de Gonadotrofinas (GnRH ou LHRH) , regulando a funcdo reprodutiva. GnRH é
um decapeptideo que pode ser encontrado com diferentes formas moleculares, sendo que,
duas isoformas deste hormonio foram encontradas em mamiferos, GhnRH | e GnRH I1l. Dois
distintos genes codificam estes horménios, e suas expressdes em cérebros de primatas e em
outros animais € distinta. Sabe-se que GnRH 1| estd vinculado ao controle da secrecdo dos
hormonios gonadotréficos e a modulacdo da funcdo gonadal, e GnRH Il parece estar
relacionado ao comportamento sexual. Entretanto este UGltimo peptideo tem seu gene

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

GnRH | age nos gonadotrofos através de um mecanismo associado a proteina
Gaq/Gall, a qual ativa PLCP (fosfolipase Cp), resultando na formacdo de DAG

(diacilglicerol) e IP3 (Inositol-3-fosfato), ocorrendo desta forma, mobilizagdo de
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Ca?*intracelular e abertura de CCDV (canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L),

causando influxo de Ca* através destes canais (STOJILKOVIC et al, 1994).

GnRH também pode induzir a via MAPK (proteina cinase associada a mitdgenos)
através de PKC (proteina cinase associada a Ca®"), estimulando a expressdo 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 Pulsatil

Muitos dos sistemas enddcrinos sao controlados por ritmos, que podem ser intrinsecos
ou ainda influenciados pelo ambiente (BERGENDAHL et al, 1996). A liberacdo episddica ou
pulsatil de GnRH 1 parece ser uma adaptacdo funcional e genética, regulada por mecanismos
intracelulares de dessensibilizacdo na célula receptora. A liberacdo pulsatil de GnRH I ocorre
em conseqliéncia de uma descarga sincronizada em neurdnios dispersos contendo GnRH |
através de uma sinalizacao neuronal geradora ou oscilatéria (VELDHUIS et al, 1990) a qual €
referida como pulso de GnRH I. O padréo de pulsatilidade varia de acordo com as variacdes
ocorridas durante a vida reprodutiva, sendo regulada através de retroalimentacdo de sinais
provenientes das gonadas (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 regulacéo fisioldgica do eixo reprodutivo geralmente ocorre através da modulacao
da fregtiéncia e da amplitude do pulso de GnRH | secretado pelo hipotalamo. Esta regulacéo é
importante, pois estimula a liberacdo pulsatil dos horménios gonadotrdpicos, evitando desta
forma a dessensibilizacdo dos receptores de LH e FSH em suas células alvo. Entretanto esta
pulsatilidade regula situacdes fisioldgicas e sinaliza varia¢es fisiologicas no eixo reprodutivo

como na puberdade, em transi¢cBes sazonais no status reprodutivo e apds gonadectomia. O
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GnRH | também medeia respostas inibitorias na secrecdo das gonadotrofinas, como em

situacOes de exercicios prolongados e de restricdo alimentar (LEVINE et al, 2003).

O controle da liberacdo destes hormonios é feito pelo hipotdlamo, por células
localizadas na area anterior e medial do hipotdlamo e na area pré-Optica, em primatas, sendo
também encontradas na por¢do basal média e no nucleo arqueado. As terminacdes nervosas
secretoras, que promovem a secrecdo pulsatil de GnRH | (ou LHRH) (hormonio liberador de
gonadotrofinas ou horménio liberador de hormdnio luteinizante), projetam-se para a
vasculatura portal, atingindo a circulacdo porta-hipotaldmica-hipofisiaria na porcao lateral da
eminéncia média, entrando em contato com os gonadotrofos na hipéfise, que sdo as células
produtoras e secretoras de LH e FSH (OJEDA et al, 2006).

A frequéncia e a amplitude dos pulsos de GnRH | sdo importantes na secrecao
diferencial de LH e FSH. A secre¢do pulsatil de LH e de FSH é mantida com um pulso de
GnRH I por hora. Elevando o nimero de pulsos de GnRH | por hora, inicia-se um aumento
nos pulsos de LH e conseglentemente, eleva-se a concentracdo sanglinea de LH
(REICHLIN, 1992). Em contraste, quando a freqliéncia de pulsos de GnRH diminui a uma
vez a cada 3 horas, a secrecdo de FSH é preferencialmente estimulada (REICHLIN, 1992).

O mais simples modelo, que explica como é gerada a pulsatilidade nos neur6nios
hipotalamicos produtores de GnRH I, traz a idéia de células marcapasso ocorrendo em um ou
mais neurénios que controlam o ritmo de secre¢do envolvendo os demais neurdnio através de
compartilnamento da atividade elétrica

Entretanto ndo estdo descritas evidéncias eletrofisiolégicas ou microanatébmicas
suficientes sobre 0os mecanismos de geracéo desta atividade ou de sincronizagao neste sistema

(FERRIS et al, 2006).

Juntamente a estimulagdo hipotalamica, as secre¢des de LH e FSH também sdo
reguladas através de retroalimentacdo por esterdides, como testosterona e estradiol, e
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peptideos gonadais, como a inibina a ativina, estes Gltimos, secretados pela célula de Sertoli
sob acdo do FSH. Ainda esta descrito que a folistatina tem um papel importante, secretada
pelas células hipofisiérias, ela modula a ligacdo da ativina aos seus receptores neste local

(PHILLIPS e DE KRETSER, 1998).

Tanto a testosterona, quanto a inibina exercem um controle sobre a hipéfise e no
hipotalamo, formando uma alca de retroalimentagdo negativa, enquanto que a ativina, tem um
efeito de retroalimentacdo positiva sobre a secre¢édo de FSH. Desta forma, estabelece-se um
complexo sistema de comunicagcdo neuroenddcrino o qual regula, em machos, o
comportamento sexual e a producdo de espermatozdides. Mudancas durante as fases de
desenvolvimento também s&o originadas por modificagdes no controle pulsatil da liberacdo de
GnRH I. Na fase puberal aumenta a liberagdo diurna na secrecdo das gonadotrofinas em

humanos e ratos (OJEDA et al, 2006).

Entretanto, as gonadas estdo sujeitas a regulacdes independentes do eixo hipotalamo-
hipdfise-testiculos desempenhadas por de GnRH | e pelas gonadotrofinas; através da acdo de
inlmeras outras substdncias como neurohormoénios e neuroesterdides como Hormonio
liberador de horménio de crescimento (GHRH), Horménio liberador de corticotrofina (CRH),
Ocitocina, Vasopressina (AVP), Hormonio liberador de tireotrofina (TRH), Somatostatina,
Opioides, substancia P, neuropepetideo Y; fatores de crescimento entre os quais, fator de
crescimento como insulina tipo I e Il (IGF , IGF Il), proteina ligadora de fator de crescimento
(IGFBP), fator de crescimento tumoral (TGFpB, TGFa), fator de crescimento epidermal (EGF),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), fator de crescimento neuronal (NGF), horménio liberador de gastrina (GRP); citocinas
como interleucinas (IL), fator de necrose tumoral (TNFa), peptideos vasoativos, endotelinas,

angiotensina Il, peptideo 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. Sintese de Hormonios Gonadotroficos

A sintese das subunidades o, BLH ¢ BFSH ocorrem nos gonadotrofos hipofisiarios,
podendo ser produzidos nas mesmas células, ou seja, sendo estas capazes de produzir um ou
ambos 0s hormonios. Apbés a clivagem do precursor, ocorre a N-glicosilacdo co-
translacionalmente, no reticulo endoplasmatico, onde ficam armazenados como heterodimeros
imaturos. A complementacdo funcional do FSH ocorre durante a migragdo para o complexo
de Golgi, resultando em uma progressiva maturacao da glicosilacdo e conformacéo dentro dos
granulos secretorios (TOUGARD et al, 1994; COUNIS et al, 2005). Esta sintese, seguida de
glicosilacbes pds—translacionais ou traducionais gera diferentes isoformas, com objetivos

funcionais diferenciados, as quais serdo descritos adiante.
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1.4.2. CONTROLE PARACRINO

1.4.2.1. Regulacéo Funcional

No transcorrer do desenvolvimento, ocorre a formacédo da barreira hematotesticular
(puberdade), através da producdo de juncdes ocludentes, jungdes comunicantes (tipo gap) e
juncBes de ancoramento, constituindo um espaco intraluminal protegido imunologicamente
(CHENG E MRUK, 2002).

Esta divisdo estrutura dois compartimentos funcionais que se comunicam atraves de
uma sinalizacdo paracrina. Entretanto as substancias ndo se difundem livremente, a posicado
estratégica da célula de Sertoli (basal a apical no tubulo) proporciona a coordenacdo desta
sinalizacdo entre ambos os compartimentos (TARULLI et al, 2008). A organizacdo bi-
compartimental determina a divisdo das funcGes gonadais, sendo assim, os tubulos
seminiferos caracterizam-se pela espermatogénese e as células do intersticio ou Células de
Leydig, pela esteroidogénese. Esta estruturacao é conservada evolutivamente, indicando que a
combinacdo gametas—androgenos-gonadotrofinas oferecem vantagens evolucionarias, sendo

esta comunicacdo paracrina determinante neste processo (EHMCKE E SCHLATT, 2006).
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Sertoli cell

Sertoli cell

FIGURA 1.11: Microambiente testicular, evidenciando o epitélio seminifero com Células de
Sertoli e células germinativas, a barreira hematotesticular e células intersticiais de Leydig, no
intersticio:(LC) células de Leydig; (M) macrofagos; (BV) vasos sanguineos; no
compartimento adluminal: (pSC) espermatdcitos primarios; (rST) espermatides arredondadas
; (eST) espermatides alongadas; (Mi) mitocondrias. (adaptado de SCHLATT, 1997).
Adicionalmente a estas evidéncias, € importante lembrar que este desenvolvimento
peripuberal resulta da associagdo entre as a¢fes do FSH e do LH, este dltimo atuando nas
células de Leydig estimulando a producgéo de testosterona apos a puberdade. (GNESSI et al,
1997). A testosterona age de forma paracrina nas células de Sertoli, sendo descrito que
também exerce acdo, na célula de Sertoli, no periodo pré puberal em primatas (PLANT E
MARSHALL, 2001) e em testiculos 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 0 andrégeno nesta fase (WALCZAK-
JEDRZEJOWSKA et al, 2007). Adicionalmente, estudos indicam que a testosterona age na

hipofise estimulando secrecdo de FSH em roedores tratados com antagonistas de GnRH

(PITTELOUD et al, 2008).
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Além da acdo de FSH e da testosterona (secretada pela agdo do LH nas células de
Leydig), outras moléculas tem como alvo a célula de Sertoli, sendo importantes para a
modulacdo da espermatogénese como triiodotironina (T3), retinol e 1,25-dihidroxi vitamina

D3 (SILVA et al, 2002).

A proliferagdo das células de Sertoli durante o desenvolvimento é critica para o
estabelecimento da populacéo final das células, o nimero de células de Sertoli garante uma
espermatogénese quantitativamente normal (JOHNSTON et al, 2004). O numero de
espermatides em adultos depende, diretamente, do nimero de células de Sertoli produzidas no
periodo de desenvolvimento (ANGELOPOULOQU et al, 2008). Alguns autores demonstraram
que a auséncia de FSH reduz o namero de células de Sertoli, mas ndo torna o macho infértil
(TAPANAINEN et al, 1997;TROISPOUX, 1998; THEMMEN e HUHTANIEMI, 2000;

GROMOLL E SIMONI, 2005).

Na literatura, sdo citados diversos estudos, em uma variedade de espécies e modelos
experimentais diferentes, gerando muitas vezes resultados conflitantes. Em ratos em idade
puberal, o avangco do desenvolvimento das células espermatogénicas ocorre em resposta a
sinalizacdo produzida por FSH, sendo que o nimero de receptores para FSH aumenta nesta
fase, entretanto, paradoxalmente, ha uma reducdo na concentracdo de AMPC
(STEINBERGER et al, 1978). Similares variacdes tém sido descritas em diferentes estagios
do ciclo espermatogénico, onde o FSH estimula a producdo de AMPc nos estagios Xllle Ve
diminui nos estagios VII e XI, autores descrevem como um mecanismo oscilatorio
(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
estagio do ciclo, com alta afinidade em (XII1-XIV-1), afinidade intermediaria (l1I- V e VIII-

XII) e com baixa afinidade nos estagios (VI e VII).
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Estudos utilizando homogenatos testiculares de ratos (CATT et al, 1972; WARREN et
al, 1984) e membranas de tdbulos seminiferos purificadas (ABOU-ISSA E REICHERT,
1976) demonstraram a presenca de dois tipos de associagdo 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 estimulo a producdo de AMPc ocorre nas fases Il-V, em
condigdes basais e sdo estimuladas por FSH (PARVINEN et al, 1980; MALI et al, 1989;
PURVIS et al, 1984). Por outro lado, estdo descritos mecanismos inibitérios envolvendo
proteina Gi, que quando estimulada reduz a formagdo de AMPc nos estagios VII e VIII do

ciclo espermatogénico (HUHTANIEMI et al, 1989).

Dados recentes indicam que a acdo do FSH na célula de Sertoli é pleiotropica e difere
de acordo com a fase de desenvolvimento. Sua acéo, desta forma, pode ser protagonizada por
agentes diferentes do que o AMPc, ou derivado da sinalizacdo diferente da evocada pela
adenilil ciclase, o que iria de encontro com o descrito para mecanismos acoplados a proteina
G em outros tecidos e para outras moléculas sinalizadoras similares como substancias

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

Outras ac¢des também sdo descritas para a interagcdo do FSH com a célula de Sertoli,
entre elas o estimulo a sintese protéica e glicoprotéica, captacdo de calcio e outros parametros
metabdlicos, como a conversdo de glicose em lactato (CARREAU et al, 1994; ORTH, 1982,
SASAKI et al, 1982; JONES E BERNDTSON, 1986), nem todas estas a¢Oes estdo associadas
a variacdo de AMPc nas fases pré e pos puberal (LOSS et al, 2007; ULLOA-AGUIRRE et al,

2007).
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1.4.2.2. Relagdo do FSH com outros Hormdnios

Os mecanismos que regulam os processos de proliferacéo, diferenciacdo e apoptose,
nos tabulos seminiferos, sdo estreitamente regulados pelos hormonios hipofisarios,
principalmente por LH e FSH. Estes mecanismos séo sinergicamente modulados por uma rede
de fatores originados das diferentes celulas sométicas presentes nos testiculos e nas células
germinativas. Muitos destes fatores sdo produzidos localmente (através de sinalizacGes

paracrinas ou autdcrinas) ou atuam neste tecido através de mecanismos enddcrinos.

1.4.2.2.1. Sistema Autécrino de IGF-I

As ceélulas de Sertoli ttm um sistema autocrino completo do IGF-1 (GNESSI et al,
1997; ,OONK e GROOTEGOED, 1988; RITZEN, 1983; TRES et al, 1986; BORLAND et al,
1984; PERRARD-SAPORI, 1987). Estudos imunohistoquimicos demonstraram a presenca 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 proteinas ligadoras de IGF
(IGFBP), principalmente IGFBP3, o que inibe os efeitos do IGF-1 exdgeno ao sistema tubular
(CAILLEAU et al, RAPPAPORT E SMITH, 1990; SMITH, 1990). FSH estimula a producao
de IGF-I nestas células, enquanto que este horménio hipofisario inibe a secre¢do de IGFBP3
em ratos imaturos (CHATELAIN et al, 1991; CLOSSET et al, 1989). Estes dados corroboram
a hipdtese de que as células de Sertoli tém os componentes necessarios para a sintese e
transducdo do sinal de IGF-I, bem como para modulagdo de sua agdo. Além disto, este

sistema pode ser modulado pelo FSH.

IGF-1 é uma citocina presente em numerosos tipos celulares, podendo agir de forma

paracrina e autécrina em muitos tecidos (COHICK E CLEMMONS, 1993; HUMBEL, 1990).
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Este fator de crescimento também estd presente no tecido gonadal masculino, ha evidéncias
da presenca do receptor para IGF-I (tipo tirosina cinase) (FIG 1.12) nas células somaéticas e
germinativas (FROMENT et al, 2007). A sintese de IGF-1 pode ocorrer em células de Leydig,
células de Sertoli, células miodides peritubulares e células germinativas (TRES et al, 1986;

VANNELLI et al, 1988; CAILLEAU et al, 1990, FROMENT, 2007).
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FIGURA 1.12: Representacdo do Receptor Tirosina Cinase (adaptado de DE MEYTS E
WHITTAKER ,2002 E SURMACZ, 2003).

Muitos pesquisadores tém reportado que o padrdo de imunoreatividade para o IGF-I,
em testiculos de ratos, difere de acordo com a fase de desenvolvimento. Hansson e
colaboradores. (1989) demonstraram que todas as células testiculares apresentam
imunoreatividade ao IGF-lI logo apds o nascimento, embora esta reatividade decresca
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rapidamente no primeiro més ap6s o nascimento em células de Sertoli e células de Leydig.
Eles também relataram que as células espermatogénicas exibem um rdpido aumento na
imunoreatividade a IGF-1 na puberdade (~21 dias) e em ratos adultos esta marcagdo fica

restrita aos espermatacitos.

A acéo de IGF-I ocorre através da interagdo com seu receptor IGF-IR (FIG 1.11), um receptor
tipo tirosina cinase. Esta associacdo leva a autofosforilagdo do receptor nas tirosinas 1131,
1135 e 1136, tirosinas justamebranares e serinas no terminal carboxila. O mecanismo recruta
intermediarios especificos, entre os quais Shc (Src-homology/Collagen), proteinas 14-3-3 e
IRS-I (substrato receptor de insulina tipo 1) (BASERGA, 1997, POLLAK et al, 2004). Entre
0s mecanismos estimulados pelo intermedidrio IRS-1 estdo a via PI3K (com subunidade
regulatoria p110 tipo o, B ou 3)/AKT(PKB) ¢ a via MAPK (ERK1/2) (RIEDEMANN E
MACAULAY, 2006).

Muitos estudos tém demonstrado que FSH e IGF-1 colaboram na regulacdo da
atividade da célula de Sertoli in vitro (KHAN et al, 2002). Os efeitos de FSH e IGF-1, quando
somados, em células de Sertoli em cultura parecem ser aditivos, embora também haja relatos
de que em algumas situacdes estes dois hormdnios possam ter efeitos antagbnicos
(RAPPAPORT E SMITH, 1996). Khan e colaboradores (2002) reportaram que a estimulacéo
das fosforilagGes de Akt (PKB) e de ERK 1/2 por IGF-1 e FSH foi aumentada quando ambos
0s hormonios estavam presentes concomitantemente. Também demonstraram, de maneira
coerente, que a delecdo do gene que codifica IGF-IR, reduz a fosforilagédo de Akt (PKB) na
presenca de IGF-I, entretanto quando a ativagdo da via PI3K/Akt(PKB) ocorre por acdo do

FSH, esta ndo é alterada pela dele¢do do IGF-IR (KHAN et al, 2002).

Meroni e colaboradores (2004) relataram que a interacdo da acdo entre FSH e IGF-I
em células de Sertoli € 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-1 s&o 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 (p110y). Sugerindo que, possivelmente, as vias estimuladas
pelos dois horménios ocorram através de isoformas diferentes de PI3K e Akt(PKB), nos

parametros estudados pelos autores (estimulagéo da producéo de transferrina e lactato).

Foi demonstrado por Oonk e Grootegoed (1988) que o FSH néo se liga ao receptor de
IGF-1 de forma especifica, sendo a acdo do IGF-1 mais evidente até os 21 dias de idade do
animal, reduzindo seu efeito posteriormente. Estes autores observaram que a insulina atua
com mais intensidade ap0s esta idade, assumindo as a¢fes sobre 0s receptores tirosina cinase.
Também foi demonstrado que, em células de Sertoli de animais modificadas geneticamente,
sem o receptor para IGF-1 (null IGF-I receptor), continuam respondendo com atividade

proliferativa ao FSH (CREPIEUX et al, 2001).

Todas as evidéncias experimentais permitem propor que ha interacdo entre os dois
hormdnios através da sinergia de suas acdes, muitas vezes somando seus efeitos globais na
célula de Sertoli, entretanto o FSH que estimula a sintese e liberacdo de IGF-I, através de um
mecanismo autdcrino bem descrito, também atua de forma independente estimulando vias
independentes da acdo de IGF-I e ainda independente da via estimulada através da via

proteina Gas/Adenilil Ciclase/AMPc/PKA.

1.4.2.2.2. Sistema EGF

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

crescimento epidermal). Estudos demonstram que esta citocina estimula a proliferacdo e a
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diferenciagdo em varios tipos celulares (ABE et al, 2008). Em camundongos adultos, a
reducdo na concentracdo de EGF sérico, esta vinculada a reducdo da fertilidade, sem que
ocorra diminuicéo de testosterona ou FSH. Também foi correlacionada a reducéo de 50% de
espermatozdides no epididimo, sendo revertida atraves da administracdo de EGF diéria
(TSUTSUMI et al, 1986). Em testiculos de mamiferos, o EGF promove proliferacéo
espermatogonial e modulacdo da esteroidogénese, espermiogénese e proliferacdo de células
de Leydig e células de Sertoli, através de mecanismos autocrinos e paracrinos (YAN et al,

1998; UGURALRP et al, 2004).

EGF e outros membros da familia de peptideos como EGF, agem através de receptores
EGF (ErbB) que séo 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
estdo envolvidos na regulacdo da proliferagdo e da diferenciagdo em muitos tecidos
(PRIGENT E LEMOINE, 1992). Os receptores de EGF s&o conhecidos por formar
homodimeros ou heterodimeros, com sinalizacdo através da via MAPK (proteina cinase
ativando mitose) e/ou PI3K (HATAKEYAMA et al, 2003; SCHULZE et al, 2005). Em
testiculos de mamiferos, todos os membros dos receptores de EGF foram identificados em
diferentes tipos celulares, como células germinativas e células de Sertoli, e em todos os
estdgios de desenvolvimento, sugerindo uma acgdo potencial do EGF durante a

espermatogénese e desenvolvimento testicular pds-natal (HANEJI et al, 1991).

Relatos na literatura demonstram que o EGF pode modular as a¢cdes do FSH sobre o
desenvolvimento e a proliferacdo nas células de Sertoli, potencializando a agdo sobre a
producdo de lactato e tranferrina em células de Sertoli imaturas, e diminuindo o efeito deste
hormonio hipofisiario sobre a atividade da enzima aromatase (MALLEA et al, 1986;

MALLEA et al, 1987). Funcionalmente, a redugdo da atividade da aromatase indica o término
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do periodo proliferativo e inicio da diferenciacdo funcional das células de Sertoli (SHARPE et
al, 2003). A sinalizacdo intracelular envolvendo as agOes inibitorias do EGF nas células de

Sertoli permanece desconhecida.

McDonald e colaboradores (2006) demonstraram que as a¢des estimulatérias do FSH
sobre a expressdo de RNA mensageiro da aromatase e sobre a producdo de estradiol sdo
dependentes da sinalizacéo elicitada pela via PISBK/AKT1(PKB) em células de Sertoli. Os
mesmos autores relatam que foi observado que o EGF inibe a expresséo da aromatase e de seu
RNA mensageiro estimulado por FSH, e que este efeito inibitdrio depende da ativacéo da via

ERK-MAPK.
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1.5. HORMONIO FoLicuLo ESTIMULANTE (FSH)

O Horménio Foliculo Estimulante (FSH) desempenha um papel central no controle
das fungdes da célula de Sertoli. FSH determina o nimero das células de Sertoli que estardo
presentes em machos adultos através de sua acdo sobre o controle da proliferacdo destas
células no estagio 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 diferenciacdo destas células, o que é fundamental para o
desenvolvimento qualitativo e quantitativo de uma espermatogénese normal no adulto

(GRISWOLD, 2003).

1.5.1. ESTRUTURA

FSH é um membro da familia dos horménios glicoprotéicos, a qual inclui LH,
Gonadotrofina Coriénica e TSH. Estes hormonios glicoprotéicos sdo heterodimeros ricos em
pontes de dissulfetos com associagdes nao covalentes entre as subunidades a e . Os
diferentes tipos de hormdnios desta familia t€ém a subunidade ou cadeia oo comum, diferindo

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

Cada sequéncia priméria das cadeias o e P apresenta duas glicosilagdes. Estas
glicosilagdes ocorrem através de modificagcBes pos-translacionais (traducionais), onde o0s
oligossacarideos adicionados determinam propriedades funcionais ao horménio, como a
capacidade e a afinidade na ligagcéo ao seu receptor, levando a ativacéo das vias de sinalizagédo

intracelulares (AREY et al, 1997).
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O amplo espectro de glicosilagdo, principalmente nos terminais de sializacdo e
sulfatacdo séo caracteristicas de cada hormonio glicoprotéico (TIMOSSI et al, 2000; DAHL E
STONE, 1992). Estas variagcdes constituem a base quimica para a formagéo de isoformas com
uma variabilidade de cargas elétricas diferenciais presentes na configuracdo estrutural de

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

A glicosilacdo de hormonios glicoprotéicos é importante para a persisténcia destes na
circulacdo (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 glicosilagdo relativos a residuos de Asparagina, Asn52 ¢ Asn78 na subunidade a, ¢
na subunidade B nos residuos Asn7 e Asn24, dados reportados em estudos em hormdnios de
humanos. Tem sido relatado que a glicosilagdo da subunidade B influencia na formacao das
pontes de dissulfeto e na taxa de secrecdo hormonal (BOUSFIELD et al, 2004; BOUSFIELD
et al, 2007). A deglicosilagao na Asn52 da subunidade a parece modificar a transdugdo do
sinal, apesar de n&o influenciar na ligacdo do hormonio ao seu receptor, evidenciando que a
sinalizacdo e a capacidade de ligacdo podem ser moduladas por dois locais de glicosilagdo

diferenciados (FOX et al, 2001).

A heterogeneidade das isoformas de FSH deve-se a variagdo em seus carboidratos
associados, perto de 95% das isoformas sdo variantes acidas em relacdo as formas
negativamente carregadas, ocasionando diferentes pontos isoelétricos (PI) (THEMMEN E
HUHTANIEMI, 2000). Esta variacdo de cargas deve-se a quantidade de residuos de &cido
sidlico presentes, isoformas com um contedldo menor de acido sialico tem um valor Pl maior.
Dados da literatura indicam que uma estrutura mais complexa quanto a glicosilacdo (mais
acida) tem uma menor bioatividade que as com um ponto isoelétrico maior (mais basica), as
quais parecem ter uma bioatividade maior (MOYLE et al, 1995; JIANG et al, 1995). Ou seja,

o0 estimulo sobre a gbnada ndo depende somente da quantidade de gonadotrofina circulante,
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mas talvez mais importantes sejam seus aspectos qualitativos, como a composic¢éo relativa das

isoformas presentes em diversas situacdes fisioldgicas (THEMMEN E HUHTANIEMI,

2000).
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FIGURA 1.13: Padréo de distribuicdo de FSH extraidos de hipofise anterior, através da técnica
de chromatofocusing. Fraces indicadas por numerais romanos (I-VII) relacionam-se as
isoformas de FSH concentradas associadas a faixas de pH (retirado de TIMOSSI et al, 2000).

Sabe-se que FSH é liberado da hipofise como um pool heterogéneo em relacdo ao tipo
de isoformas circulantes (ULLOA-AGUIRRE et al, 1999; ULLOA-AGUIRRE et al, 1995;
STANTON et al, 1996). Sabe-se, também, que ha uma correlacdo entre a quantidade de
isoformas intrahipofisiarias e circulantes, e que ocorre uma interrelacdo entre uma isoforma
particular com o estado funcional da génada (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 ovarios, em modelos animais e humanos, a producéo e secrecao
de formas menos acidas de isoformas de FSH aumenta durante a fase pré-ovulatéria do ciclo

ovariano, bem como no desenvolvimento puberal, indicando a relagdo entre secrecdo de
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diferentes isoformas e a regulagdo 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, esta a questdo de como um tipo especifico de FSH glicosilado
interage com um mesmo receptor e deflagra uma variedade de respostas intracelulares
diversas. Na tentativa de elucidacdo desta questdo surgiram algumas hipéteses como o FSH
interagindo através de varias formas com seu receptor, provocando sinaliza¢6es diferenciadas,
ou ainda, diferentes glicoformas do hormdnio ligando-se a diferentes receptores acoplados a
diferentes vias de sinalizacédo (BABU et al, 2000; BABU et al, 2001,ULLOA-AGUIRRE et
al, 2003). Entretanto, ainda ndo existem evidéncias suficientes para atestar ou eliminar as

alternativas citadas.

Sabendo-se que existem diversas formas de glicosilacdo do FSH, e também que pode
ocorrer uma variabilidade na interacdo com seu receptor por este motivo, justifica-se pensar
que o efeito tréfico do FSH consiste em uma mistura de sinais com diferentes afinidades e

atividades intrinsecas pleiotropicas.
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1.6. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G (GPCR)

1.6.1. ORGANIZACAO ESTRUTURAL DOS GPCR

A superfamilia dos receptores acoplados a proteina G heterotriméricas (GPCR) é uma
das maiores familias representadas no genoma de mamiferos, 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 tém uma estrutura central homoéloga, com sete a hélices transmembranas,
contendo entre 20-28 aminoacidos hidrofébicos. Estes dominios transmembrana (TM) estéo
orientados perpendicularmente a 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 glicosilagéo,
responsaveis pelo reconhecimento do ligante (APPLEBURY E HARGRAVE, 1986),
engquanto que no terminal carboxila (COOH) intracelular estdo presentes varios locais de
fosforilacdo vinculados a regulacdo da dessensibilizacdo e internalizacdo do GCPR. Este
terminal intracelular esta associado as subunidades da proteina G (PIKETTY et al, 2006;
ULLOA-AGUIRRE et al, 2007b). Trés alcas intracelulares e trés algas extracelulares estdo
ligadas ao dominio transmembrana. A maioria dos GPCR tem conservadas pontes de
dissulfeto entre cisteinas da segunda e da terceira algas extracelulares vinculadas a regulacao

da afinidade dos locais de ligacdo do receptor (KARNIK E KHORANA, 1990).
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Quando o receptor associa-se ao seu ligante, no terminal extracelular, segue-se a
ativacdo do mesmo atraves de modificacBes conformacionais, as quais levam a ligacdo das
alcas intracelulares e do terminal COOH com a proteina G heterotrimérica, ativando-a.
Apesar da diversidade entre os GPCR, este primeiro estagio parece ser uniforme entre as
diversas classes do receptor. A ativacdo do receptor catalisa a troca de GDP por GTP na
subunidade Ga, quando ocorre a dissociagdo da proteina G do receptor. Esta troca diminui a
afinidade das subunidades Ga-GTP e Gy, que separadas, amplificam a resposta intracelular,
cada qual ativando ou inibindo varias moléculas efetoras como enzimas, canais i6nicos entre

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

GTPase | <
1 o
domain | ™

Helical |
domain
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FIGURA 1.14: Estrutura de GPCR Heterotrimérica (A) Estrtura cristalografica; (B) Estrutura
esquematica (OLDHAM E HAMM, 2008).

Os conhecimentos estruturais sobre os GPCR sdo baseados, em grande parte em
pesquisas de alta resolucdo do estado inativo da Rodopsina, por ser uma estrutura obtida em
grandes quantidades de retina bovina, e por esta estrutura ndo perder a funcionalidade em

condigdes que outros GPCR desnaturam (KOBILKA, 2007).

63



Estudos baseados neste sistema mostram evidéncias que indicam como sendo oS
segmentos TM3 e TM6 os responsaveis pela ativacdo da proteina G apo6s a ligacdo do
agonista ao terminal NH2 (FARAHBAKHSH et al, 1995; FARRENS et al, 1996; PEREZ E

KARNIK, 2005), entretanto ainda ndo ha dados conclusivos de como esta a¢do se processa.

1.6.2. CLASSIFICACAO DOS GPCR

Ha varios sistemas de classificacdo para os GPCR, relacionados ao tipo de associa¢do
dos ligantes, as relagdes fisiologicas e\ou bioquimicas desencadeadas por estes receptores e
ainda em relacdo a similaridade da seqiiéncia de aminodcidos do GPCR. Uma das
classificagcGes mais utilizadas é o sistema Kolakowski que classifica as subfamilias de GPCR
de A-F, onde as subclasses sdo designadas por numerais romanos, este sistema classifica tanto
GPCR presentes em vertebrados, quanto em invertebrados (ATTWOOD E FINDLAY 1994,
KOLAKOWSKI, 1994). Outra classificacdo baseia-se na similaridade de suas seqiiéncias
basicas de aminoacidos, dividindo estes receptores em trés principais categorias: 1) contendo
receptores para rodopsina e B-adrenérgicos; 2)familia de receptores tipo secretina e 3)

receptores como o para glutamato (WESS, 1998).

Em 2003, Fredriksson e colaboradores propuseram uma classificacdo baseada na
ancestralidade comum dos GPCR, seus resultados demonstraram 5 familias principais,
Glutamato (15 membros), Rodopsina (701 membros), Adesdo (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 transducao de sinal
a partir dos GPCR foi conceitualizada através do modelo de movimento Browniano, no qual a
sinalizagdo protéica € termodinamicamente aleatdria, no plano da membrana plasmatica,
sendo responsavel pelo fluxo de informacdo do receptor para o efetor. Entretanto, processos
randémicos tém um custo energético maior e organismos complexos necessitam de acdes
rapidas e especificas. As evidéncias experimentais demonstram que GPCR, proteinas G e seus
efetores (enzimas, canais i6nicos, entre outros) ndo sdo distribuidos aleatoriamente, estando
co-localizados e organizados em microdominios lipidicos, para que ocorra uma a¢do rapida e
especifica (NEUBIG, 1994; OSTROM et al, 2000). O terminal COOH do GPCR esta

associado através de ancoras palmitoiladas a estes dominios (MAUDSLEY et al, 2005).

Estes microdominios compdem regides na membrana ricas em colesterol,
gangliosideos ou esfingolipideos, e sdo referidos como caveolas ou balsas lipidicas (lipid
rafts) (GALBIATI et al, 2001). Além das balsas lipidicas, outras regides da membrana
também estdo agregadas a estas proteinas sinalizadoras, como complexos de adesdo focal e
regides revestidas por clatrinas (KOBILKA, 2007), sendo locais de integracdo e

especificidade da sinalizacéo de GPCR.

Outro mecanismo associado a capacidade dos GPCR no desencadeamento de respostas
tdo diferenciadas e amplificadas, esta emergindo através dos estudos de diversos grupos de
pesquisa. O mecanismo pleiotropico 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 ativagdo ou inibi¢do cruzada e é
chamado de oligomerizagdo ou heterodimerizacdo, podendo ocorrer através de co-expressao
ou co-localizacdo (BRIDDON et al, 2008; FRANCO et al, 2008; RIOS et al, 2001; GOMES
et al, 2001; JORDAN E DEVI, 1999). Os GPCR podem formar homodimeros, heterodimeros

ou multimeros (ANGERS et al, 2002; ANGERS et al, 2001). Esta organizag&o estrutural pode
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afetar, além da sinalizacdo intracelular, a dessensibilizacdo do receptor e o trafego do mesmo

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

1.6.1.1. Subunidades da Proteina G Heterotrimérica

As proteinas G heterotriméricas sdo compostas por trés subunidades a, ¢ y. Estas
subunidades podem produzir diversas combinagdes, evocando as mais variadas transducdes
de sinal. Até o momento foram identificadas 5 subfamilias da subunidade Ga sendo relatadas
23 isoformas diferentes desta subunidade [Gs (Gas e Goolf; Gi (Gat, Go0, Gai e Gaz); Gq
(Gog, Gall, Gal4, Gal5/16); G12 (Gal2 e Gal3); Gv( Gavl- Gav4]. Foram identificadas 7
isoformas da subunidade B e 12 isoformas a subunidade y foram identificadas até o0 momento
(MCINTIRE, 2009; OKA, 2009).

Ambas as subunidades Ga ¢ Gy contribuem para acdes sinérgicas ou antagonicas,
cada qual iniciando eventos através dos mesmos efetores ou mesmo atraves de sinalizadores
ndo relacionados, o que resulta em uma sinalizacdo dual intracelular, ha na literatura inimeros
exemplos em relacdo a esta simultanea ativacdo (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 tém sido relatados simultanea ativagdo de trés ou quatro subunidades ndo

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

1.6.1.1.1. Subunidade Ga
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A subunidade Ga apresenta uma atividade GTPase intrinseca ap6s a dissociacao
produzida pela troca de GDP por GTP nesta subunidade. No mecanismo subsequente ocorre a
hidrélise do terminal fosfato de GTP restaurando GDP, 0 que reassocia o complexo Gafy
completando o Ciclo da proteina G heterotrimérica, desativando-a (FIG1.13). Além destes
componentes também ja foram identificadas proteinas acessorias que aumentam ou diminuem
a cinética de associagdo/dissociacdo das subunidades, servindo como “andaime” para 0S
processos de sinalizacdo adjacentes, estas proteinas pertencem a familia das proteinas
reguladoras de sinalizacdo de proteina G (RGS), e serdo discutidas adiante no texto

(SIDEROVSKI E WILLARD, 2005).
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FIGURA 1.15: Ciclo dissociacdo/associacdo das subunidades de proteina G ligadas a
GTP/GDP (MILLIGAN, 2006)

Todas as classes de subunidades Ga. tém alvos celulares descritos. O primeiro efetor
reconhecido foi a adenilil ciclase (AC), descrita por Sutherland e Rall (1957, 1958). Apds 20
anos, foi identificado seu efetor intracelular, uma proteina ligada a GTP que estimulava AC, a
subunidade Go, descrita por Ross e Gilman (1977). Em seguida foram identificadas

subunidades Ga com agdes opostas (Gas ¢ Gai) estimulando ¢ 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 sinalizacdo, também ja foi descrito o envolvimento desta subunidade em
transducdo sensorial (Gogust and Goolf,), mediando fototransdugcdo na visdo (Gat)
(ARSHAVSKY et al, 2002). Relatos também descrevem a acdo da Subunidade Gaq(Gaq,
Gall, Goldand Gal6) ativando isoenzimas da fosfolipase C (PLC), sendo um dos
mecanismos associados a hidrolise de fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP2) gerando IP3 e
DAG (RHEE, 2001). As subunidades Gal2/13 podem regular proteinas G monomeéricas

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

As acbes regulatérias das subunidades Go diferem em virtude de efetores
intracelulares diferentes e da diversidade de isoformas, tanto da subunidade Go quanto da
enzima Adenilil ciclase. Até o momento ja foram descritas 9 isoformas de adenilil ciclase, que
acoplam a mecanismos diferenciados e estdo relacionadas a tecidos especificos (SUNAHARA
E TAUSSIG, 2002). Membros da familia de proteinas Gas estimulam a atividade da adenilil
ciclase, enquanto os membros da familia Gai sdo conhecidos por inibir a atividade da mesma
enzima, entretanto o mecanismo de inibigc&o ocorre de forma ndo competitiva direta, o que foi
determinado estudando a acdo do agonista da enzima adenilil ciclase, forscolina, este ativa a
enzima sendo esta acéo inibida por Gai (KOZASA E GILMAN, 1995; TAUSSIG et al, 1994;
TAUSSIG et al, 1993). Estudos sobre a estrutura da adenilil ciclase, utilizando técnicas de
mutagénese, mostraram que o local de ligacdo da subunidade Gas esta no lado oposto ao local
de ligacéo da subunidade Gai (DESSAUER et al, 1998). Para entender a regulacdo desta
enzima é importante conhecer sua estrutura secundaria e terciaria, sdo descritos dois sitios
cataliticos C1 e C2, forscolina e andlogos ATP (ATP, APMC e inibidores Gas) ligam-se na
interface entre os dois dominios, aumentando ou diminuindo a afinidade das mesmas. A

subunidade Gos liga-se no dominio C1, e a subunidade Gai diminui a interacéo entre os dois
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sitios cataliticos, 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** Calmodulina, a subunidade GPy (atuando de forma
estimulatoria ou inibitoria), RGS, modificacbes pds-translacionais como fosforilagbes ou a

presenca de miristoilagbes (SUNAHARA E TAUSSIG, 2002).

1.6.1.1.2. Subunidades Gy

As subunidades Gpy foram identificadas como componentes da proteina G ha
aproximadamente 30 anos (KATADA et al, 1984). Logo apds sua identificacdo, o0s
pesquisadores sugeriram que a presenca destas subunidades estaria associada a funcionalidade
da subunidade Ga (BIRNBAUMER, 2007a; BIRNBAUMER, 2007b). Entretanto, apesar das
controvérsias geradas, devido as diferencas entre interpretacdes, por diversos laboratorios,

sabe-se que as subunidades GPy sdo componentes sinalizadores em igualdade com a

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

A dimerizagao entre as subunidades e y da proteina G heterotrimérica parece ser
fundamental para a capacidade de efetivar sua acdo (HIGGINS E CASEY, 1994). Em
condigdes fisiologicas, o dimero GPy nao aparece dissociado, sendo a atividade desta
subunidade derivada desta associacdo (MCINTIRE, 2009). A primeira evidéncia de que a
subunidade GPy teria um papel sinalizador foi descrita em 1987, quando esta subunidade foi
purificada a partir de cérebro bovino e, utilizando a técnica eletrofisiologica de patch clamp,
modulou a abertura de canal de potassio (K*) cardiaco retificador de influxoassociado a
proteina G (GIRK), canal este normalmente ativado através de um receptor muscarinico

(associado a proteina Gi) através de acetilcolina (LOGOTHETIS et al, 1987).
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Vérios estudos relatam um papel central para as subunidades Gy em muitos
compartimentos subcelulares, diretamente regulando processos fundamentais como a
transcricdo e transito de proteinas do reticulo endoplamatico e do complexo de Golgi

(SMRCKA, 2008).

O dimero Gy, dissociado de Ga, 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 condutancia de canais de célcio do tipo N,P/Q (KAMMERMEIER
et al, 2000; DELMAS et al, 2000; LU et al, 2001), regulando cinases e proteinas G
monomeéricas. Ainda age regulando vérias isoformas de adenilil ciclase, e ativando PLC B ¢

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

Também ¢ relatada na literatura a a¢do do dimero Gy ativando duas isoformas de
PI3K. A PI3K vy, composta por uma subunidade regulatoria (p101) e uma catalitica (p110y),
onde a subunidade Gfy interage com p101, sem necessitar de co-ativador (STEPHENS et al,
1994; STOYANOV et al, 1995; TANG E DOWNES, 1997). E sobre a PI3Kp (subunidade
p110 catalitica e subunidade p85 regulatoria) onde o dimero Gy interage com p85, entretanto
em combinacdo com substrato de receptor tirosina cinase (TANG E DOWNES, 1997,

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

E relatado, por sua vez, que as subunidades GBy tém uma especificidade particular
pela proteina Gi, pois muitas das acdes deflagradas por estas subunidades s@o inibidas por
Toxina Pertussis (PTX), um inibidor da ADP-ribosilacdo, necessaria a conversdo de GDP a
GTP e conseqiiente dissociagao das subunidades Ga ¢ GBy. Como exemplo, a ativacao de
PLC é mediada por mecanismos sensiveis e insensiveis a PTX. A ativacdo de PLC insensivel
a PTX, é associada a acdo via proteina Gg (INANOBE et al, 1995; KUNKEL E PERALTA,

1995; DOUPNIK et al, 1996), esta ativacdao, quando inibida por PTX, estad relacionada a
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proteina Gi, como a hidrdlise de PIP2 dependente de GPCR sensivel & PTX descrita na agdo
de testosterona em osteoblastos (LIEBERHERR E GROSSE, 1994). Embora outras acgoes
desencadeadas pela subunidade GPy estejam associadas a outras proteinas G (SMRCKA,

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

A seletividade da interagcdo com proteina Ga correlata ou com efetores subseqiientes
pode ser influenciada pela identidade de cada isoforma das subunidades By. A montagem do
dimero By pode acontecer através de muitas combinacdes possiveis, lembrando que ja foram
identificadas 7 isoformas da subunidade B e 12 diferentes isoformas da subunidade y, em
genoma humano e de camundongos, até agora (MCINTIRE, 2009). Estas diferentes
subunidades podem formar pares Unicos, mas ainda é pouco entendido o significado funcional

de combinagdes individuais de GPy (para revisio SMRCKA, 2008).

1.6.1.2. Moduladores da Atividade das Proteinas G Heterotriméricas

Quando foram aprofundados os estudos sobre este ciclo dindmico, isolando-se e
purificando-se as subunidades in vitro, os pesquisadores verificaram que a taxa em que
ocorria esta hidrdlise era menor do que quando mensurado o processo fisioldgico
(MCCUDDEN, 2005), levando a identificagdo de proteinas associadas que agiam acelerando
o processo GTPase em muitas subunidades Ga, estas proteinas foram chamadas de GAP
(aceleradoras de proteinas G) e pertencem a familia de proteinas RGS (reguladoras da
sinalizacdo de proteina G), podendo atenuar a resposta ao agonista quando interagir com 0
receptor, foram descritas também GDI que s&o inibidoras da dissociacdo do nucleotideo de
Ga (BRANDT, 1985; HIGASHIJIMA, 1987; SIDEROVSKI E WILLARD, 2005) e ainda as

GEF atuando positivamente facilitando a troca Ga-GDP para Ga-GTP e a libera¢do do dimero
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By -(fatores trocadores de nucleotideo guanosina (BRANDT, 1985; HIGASHIJIMA, 1987;

SIDEROVSKI E WILLARD, 2005).

Também modulando a funcionalidade das subunidades associadas ao GPCR esté a
caracteristica das ancoras de lipideo associadas a cada subunidade, como por exemplo,
prenilacdes, geranilgeranilacBes, palmitoilacdes ou miristoilacdes, podendo modificar a
efetividade ou a capacidade de interacdo com outras moléculas (HIGGINS E CASEY, 1996;
CASEY, 1995). Além de uma séria de proteinas capazes de forsforilar locais especificos dos

GPCR, também regulando a sinalizacdo através destas estruturas (MCINTIRE, 2009).

1.6.2. RECEPTOR DE FSH (FSHR)

O receptor para FSH, como os receptores para os demais horménios glicoproteicos,
pertence a superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCR), especificamente da
familia dos receptores de rodopsina (familia A) (ULLOA-AGUIRRE et al, 1999). Estes
receptores sdo constituidos por uma cadeia polipeptidica heptahélica. O dominio extracelular
é um terminal amino (NH2), responsével pela ligacdo ao horménio; e o dominio intracelular é
um terminal Carboxilico (COOH) que faz o acoplamento com as subunidades da proteina G

(ULLOA-AGUIRRE et al, 2007), como ja descrito para outros GPCR.
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FIGURA 1.16: Representagdo esquematica do FSHR (adaptado de ULLOA-AGUIRRE E
TIMOSSI, 1998).

A ligagcdo do FSH com seu receptor é rapida, especifica e saturavel, além de relatos
demonstrando que esta ligagdo também € temperatura dependente. (OONK E
GROOTEGOED, 1988, SIMONI et al, 2005). Em machos, os locais de ligacdo para o FSH
sdo encontrados somente no epitélio seminifero, estando presentes em diferentes espécies

animais (GAYTAN et al, 1994).

Apos o isolamento deste receptor, foram verificados dois tipos de associacdo 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 necessario confirmacdo de varios

dados, pois 0s mesmos parecem conflitantes.

A interacdo de FSH com FSHR depende, parcialmente, da presenca de fosfolipideos,
quando sdo utilizadas preparaces de membranas (HUCKINS, 1971; SCHLATT et al, 1996;
SINGH, 1995). Os GPCR séo ancorados nas membranas plasmaticas através de acetilacdo de
lipideos ou lipidacdo a proteinas, as quais estabilizam a conformacdo protéica e
possivelmente, tenham funcdo na transducdo de sinal (ESCRIBA et al, 2007). Ainda é

74



relatado que a ligacdo hormdnio-receptor é dependente da integridade das pontes de dissulfeto
do FSH (ABOU-ISSA E REICHERT, 1976) e das glicosila¢des tanto do hormonio quanto do

GPCR (ULLOA-AGUIRRE et al, 2007).

E caracteristica destes receptores, sofrerem dessensibilizacdo apdés uma continua
exposicdo ao FSH, sendo este efeito rapido, dose e tempo dependentes. Este fendmeno é

conhecido como down regulation (AMSTERDAM et al, 2002).

Apos a ligacdo com seu receptor, FSH estimula varias vias de sinalizacao
intracelulares atraves da dissociagdo da subunidade a das subunidades By, sendo que cada
subunidade pode deflagrar vias independentes, através de isoformas de proteinas G diversas.
Os mecanismos adjacentes ja demonstrados pela literatura para este hormonio serdo

discutidos posteriormente.
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1.7. MECANISMO DE ACAO DO FSH NA CELULA DE SERTOLI

Ha uma complexa sinalizacdo determinada pela acdo do FSH nas células de Sertoli,
apos a ligacdo ao seu receptor. Os receptores para FSH sdo acoplados a proteina G (GPCR).
Esta descrito que a associagdo hormonio-receptor ativa a subunidade Gos elevando a
concentracdo 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 sinalizacao

independentes.

Foi demonstrada a presenca da subunidade Gai em células de Sertoli de ratos
(MONACO E CONTI, 1987, HUHTANIEMI et al, 1989) e de hamsters (DAVENPORT E
HEINDEL, 1987) isoladas, em cultura, bem como em tubulos seminiferos inteiros
(HUHTANIEMI et al, 1989). Huhtaniemi e colaboradores (1989) descrevem que em
diferentes estagios do ciclo seminifero, em ratos maduros sexualmente, ocorre a diminuicdo
da sintese de AMPc através da acdo do FSH (estagios VII-VIII) via Gai, o que ndo ocorre em
outras fases. No mesmo estudo estd destacado que a oscilacdo na sintese de AMPc ndo ocorre
por auséncia das subunidades Gos ou Gai, acopladas ao receptor FSHR, mas atua através de
outras vias regulatorias ndo conhecidas na época (1989), entre os quais peptideos gonadais e

isoformas de FSH.

Também j& foi publicado que FSH ativa a via MAPK/ERK através do receptor
acoplado a Gs e Gi, ocorrendo ativacao desta via em células de Sertoli em cultura de ratos
com 5 a 11 dias de idade, mas ndo em células provenientes de ratos com 19 dias de idade

(CREPIEUX et al, 2001). Aos 12 dias de idade, periodo no qual se inicia a formacdo da
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barreira hematotesticular, os mesmos autores sugerem que este mecanismo ocorra pela

associacao da acdo de FSH via AMPc e ERK , através de vias diferenciadas.

Outros eventos também sdo atribuidos a acdo de FSH como o aumento de Ca®*
intracelular (GRASSO E REICHERT, 1989, GORCZYNSKA E HANDELSMAN, 1991), a
ativacéo de fosfolipase A2 (JANNINI et al, 1994) e a translocagdo nuclear do fator Kappa B

(DELFINO E WALKER, 1998).

Alguns pesquisadores associaram a acdo 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 ndo com a acdo de IGF-I, em células com 8 e 20
dias, respectivamente (KHAN et al, 2002, MERONI et al, 2004). Para receptores de
Angiotensina Il em musculo liso (DO et al, 2009) e receptores [3,-adrenérgicos em células
HEK 293 (LUTTRELL et al, 1999) esta acdo estd relacionada a proteina Gi, através da

subunidade GPy.

Muitos dos efeitos do FSH s&o rapidos, exemplificado pela captacio de Ca®* através de
canais de Ca®* dependentes de voltagem (CCDV) em células de Sertoli de ratos imaturos
(WASSERMANN E LOSS, 1989). A acdo eletrofisiologica do FSH na célula de Sertoli de
ratos imaturos caracteriza-se por ser bifasica, apresentando uma rapida hiperpolarizacéo
(menos de 5 segundos) seguida de uma despolarizacdo prolongada (mais de 6 minutos) (FIG
1.17A). A hiperpolarizacdo foi blogueada por tolbutamida (inibidor de canal Karp) (FIG
1.17B). Esta hiperpolarizacdo deve-se a ativacdo da adenilil ciclase, levando a conversdo de
ATP em AMPc, através da ligacdo a via Gas, acoplada ao receptor de FSH. Este efeito
também foi descrito para receptores adrenérgicos, em musculatura lisa vascular, onde a

reducdo de [ATP]; causa uma diminuicdo de sua acdo sobre a inibicdo dos canais de Karp,
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aumentando a probabilidade de abertura deste canal, o que causa um efluxo de K', e
consequente hiperpolarizagdo do potencial de membrana (NAKASHIMA E VANHOUTTE,

1995).

A despolarizagdo observada pela acdo do FSH na célula de Sertoli é anulada pela
presenca de verapamil, bloqueador de CCDV tipo L, sendo esta despolarizagéo dependente da
captacao de Ca®" através destes canais (FIG 1.17C). Este efeito estimulatério sobre a captacao
de Ca®* também foi blogueado na presenca de EGTA extracelular, quelando célcio deste
meio. Para demonstrar que esta a¢do € independente da via ativada por AMPc, Forscolina
(ativador da adenilil ciclase), 8-Br-AMPc ou dbAMPc ndo estimularam a captacdo de célcio
(SHARMA et al, 1994). Também foi relatado que em nas células de Sertoli, o transporte de
aminoécidos através do sistema A para transporte de aminoacidos neutros dependente de Na®,
é dependente desta captacdo de Ca?*, induzida por FSH (WASSERMANN E LOSS, 1989).
Este efeito ndo foi reproduzido nem por dbAMPc ou toxina colérica, a qual ativa a
subunidade Gas (IRUSTA E WASSERMANN, 1974, SPRITZER E WASSERMANN, 1985;

WASSERMANN et al, 1992a).
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FIGURA 1.17: Modificaces eletrofisioldgicas sobre o Potencial de Membrana das células de
Sertoli de ratos imaturos (adaptada de LOSS et al, 2007).
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Todas estas agGes demonstram uma plasticidade no processo de transdugéo de sinal do
FSH, através da sua interacdo como seu receptor GPCR, sendo que além da estimulagéo ja
bem estabelecida sobre a ativagdo da adenilil ciclase via Gas, ocorrem outras sinalizagdes
independentes em diferentes fases de desenvolvimento desta célula. A diversidade da
sinalizacdo deflagrada pelo FSH depende do nimero de receptores presentes na superficie da
membrana, da concentracdo do hormoénio 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 interacdo com GPCR.
Estes diferentes padrées do FSH podem atuar aumentando ou diminuindo a concentracdo de
AMPc intracelular. A habilidade do horménio de se ligar ao receptor também apresentou
diferencas, sendo que todas as isoformas testadas tiveram maior afinidade em baixa
concentragdo, na ordem de 10™°. Os mesmos autores verificaram que as isoformas de FSH
foram habeis em interagir tanto com Gas como com Gai, onde estudaram somente a acao
sobre a modulacdo do AMPc, utilizando toxina colérica e toxina pertussis. Este
comportamento ja foi relatado para receptores de catecolaminas e de adenosina (MUNSHI et
al, 1991; KIMURA et al, 1995), entretanto nestes receptores, diferentes substancias interagem
de forma “promiscua” com receptores para outras moléculas. No caso do FSH, sdo 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 familia de enzimas que catalisam
a fosforilacdo, na posicdo 3 do anel inositol, de um ou mais substratos fosfoinositideos
(CANTLEY, 2002; HAWKINS et al, 2006) (FIG. 1.18). As PI3K séo classificadas e divididas
conforme sua homologia funcional e estrutural, estando presentes em diversas espécies. Em
fungos ha somente um gene descrito para PI3K, enquanto que em células de mamiferos, até o
momento, ja 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 homdlogos deletados no cromossomo 10) (GU

et al, 1998)

Z <
& ¢ —=Fatty acid

1afeng pidiy jo
18|88 2110SOKD

3l
OH"%’
A
A\
ATP NN 2
\oT 67 0OH 5
— A ¥ AN =
P OH 5 OH
¥
ADP
Phosphatidylinositol
= PtdIns

FIGURA 1.18: Fosforilagdo de fosfoinositideos por PI3K. (adaptado de
VANHAESEBROECK E. ALESSI, 2000).

Ha trés classes de PI3K (Classes I, Il e Ill), cuja classificacdo é baseada nas
similaridades funcionais e estruturais destas enzimas, e ainda, relacionada com suas

especificidades pelo substrato ou por suas vias de ativacdo (HAWKINS et al, 2006).
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As PI3K classe | sdo heterodimeros constituidos por uma subunidade catalitica, com
aproximadamente 110kDa, e por uma subunidade regulatéria ou adaptadora , a qual pode
pertencer a duas familias distintas, o que determina ainda, uma subdivisdo em PI3K classe 1A
e IB (HAWKINS et al, 2006).

As enzimas PI3K classe 1A sdo dimeros, contendo subunidades cataliticas p110a,
pl110B ou p1103 e apresentando como subunidades regulatorias p50-55/p85.

A classe IB ¢ representada por dimeros contendo uma subunidade catalitica p110y e
uma subunidade regulatéria 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 Il sdo mondmeros, com massa molecular elevada devido ao
tamanho dos seus terminais NH2 e COOH, entretanto, estas enzimas nao possuem uma
subunidade regulatéria. A diferenca entre as isoformas desta classe estd na composicdo do
terminal NH2 (FALASCA E MAFFUCCI, 2007) e as mesmas estdo envolvidas na producéo
tanto de PIP3 quanto de PI3P (ENGELMAN et al, 2006).

O representante da classe 111 de PI3K é conhecido como Vps34, primeiro descrito em
Saccaromyces cerevisae, mas também esta presente em mamiferos. A Vps34 esta associada a
outra proteina, Vpsl5 que é sua subunidade regulatoria. A enzima Vps34 produz
fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) a partir de Fosfatidilinositol (Pi) (ENGELMAN et al,
2006), e esta relacionada com autofagia durante privacdo de nutrientes, regulando a sintese
destes, nestas condicdes. Para tanto, ativa a via do sistema mTOR (alvo mamifero para
rapamicina) (BACKER, 2008).

As classes de PI3K também diferem quanto a regulacdo metabdlica celular, estando a
classe | relacionada a vias de transducdo de sinal, da membrana para o interior celular, as

enzimas da classe Il envolvidas com trafego de vesiculas (MAFFUCCI et al 2003, LINDMO
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E STENMARK, 2006) e a classe Ill relacionada a mudanca do perfil nutricional em

condigdes de privacdo de nutrientes (BACKER, 2008).

Outra importante constatacdo dos pesquisadores encontra-se na diferenca entre o
mecanismo de ativagdo destas enzimas. As enzimas da classe 1A sdo ativadas por receptores
tirosina cinase e GTPases da familia Rho , enquanto que, as enzimas da classe IB (PI3Ky) sdo
ativadas por proteinas G (subunidade Py), e ambas podem ser moduladas por Ras

p21(HIRSCH et al, 2007).

PI3K influenciam muitas acdes celulares, estas acdes variam de acordo com a célula
em questdo, resultando em numerosas possibilidades de sinalizagdo intracelular, inclusive

para muitos hormdnios peptidicos e esterdides (HIRSCH et al, 2007).

1.8.1. MECANISMO DE SINALIZACAO VIA PI3K

Os fosfoinositideos gerados, através da fosforilagdo por PI3K, exercem seus efeitos
intracelulares pela interacdo com proteinas que possuem um dominio homdlogo a pleckstrina

(PH), como PKB/Akt (ITOH et al, 2001; KOSHIBA et al, 2001; OVERDUIN et al, 2001).

Apobs a estimulacdo celular, com consequliente ativacdo de PI3K, a mesma fosforila
PIP2 a PIP3, este fosfoinositideo interage com o dominio PH presente na terminal NH2 de
PKB/AKt. Esta interacdo ndo ativa diretamente a enzima cinase, entretanto expde um sitio de
tirosina e um de serina para que fosfoinositideos cinases dependentes de cinases (PDK1 e
PDK2/TORC2) os fosforilarem, respectivamente (MILBURN et al, 2003). Os inibidores de
PI3K inespecificos, wortmaninn e LY294002 reduzem a quantidade de PIP3, formado

prevenindo a fosforilacéo e ativacdo de PKB/Akt (SALE et al, 2008).
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Dominios homologos a plesckstrina (PH) sdo pequenos médulos protéicos envolvidos
no recrutamento de moléculas a membranas celulares, e neste caso relacionado a
fosfoinositideos especificos (OVERDUIN et al, 2001). A maioria das proteinas que possuem
dominios PH requer associacdo a membrana para sua funcionalidade, e este dominio parece
ter um papel na localizacdo da sinalizacdo proximo a membrana. Muitos estudos
demonstraram que as proteinas que interagem através de dominios PH estdo adjacentes ou
alocadas na membrana, muitas vezes relacionadas a fosfoinositideos (OVERDUIN et al,
2001). Estes dominios PH estdo presentes em proteinas cinases, GEFs (fatores de troca de
GDP), GAPs (proteinas aceleradoras de GTPase), proteinas transportadoras de lipideos e

fosfolipases (COZIER et al, 2004).

(3

Pl
PI3K /3 Pase 5-Pase
PHI{ﬁ 4-Pase

00D
&
DR

PL3P PP PI5P

5-Pase T
PHKlT‘}-PJsc { FPase 5’P115G\ 3-Pase lpHK
PI3K \\‘PISK \PISI{

inositol-1,4,5P3

<Lc

diacylglycerol

DO
R

34 3 J Diacyl-
3.4P2 PL3,5Pz 5Pz !
PL3,4P: P PI4,5P. glycerol

Kinase
PI3K
P11OSP11fllldlC ':lCld

P13,4.5P>2

FIGURA 1.19: Sintese de fosfolipideos (OVERDUIN et al, 2001).
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1.8.2. PROTEINAS CINASES CLASSE IB (PI3KY)

A classe p110y/p101 PI3Ky parece ser unicamente ativada por GPCR (subtipo Gi)
sendo regulada pela subunidade Gy (CIRAOLO et al, 2008). Esta interacéo alostérica ocorre
entre a subunidade GPy e a subunidade p110y da PI3Ky, e dispara a atividade da enzima
cinase, mas é facilitada pela presenca das subunidades regulatérias (BROCK et al, 2003)
Entretanto as PI3K da classe 1A também podem ser reguladas pelo GPCR, embora a via mais
descrita para estas enzimas seja através de receptores Tirosina cinase (MURGA et al, 2000).

PI3Ky, além de sua atividade enzimdtica, também apresenta outras atividades
associadas como controle da ativacdo de fosfodiesterase 3B podendo reduzir a concentragdo
de AMPc (PATRUCCO et al, 2004, HIRSCH et al, 2006).

A atividade da enzima PI3Ky pode ser inibida através da utilizacdo de bloqueadores
como wortmaninn e LY294002, os quais diminuem a sinalizacdo de receptores como para
Angiotensina 1l (AT;) via PKB/Akt (TAKAHASHI et al, 1999), por exemplo. Também é
relatado que PI3Ky estd envolvida na modulagdo do controle vascular sinalizado por
angiotensina Il em midcitos da veia porta hepatica (LE BLANC et al, 2004), acdo esta, que
potencializa a abertura de canais de Ca*" do tipo L, aumentando a entrada de Ca®, via
proteina Gi (GPy). Embora neste tecido encontrem-se expressas PI3Ky e PI3Koa, foi
demonstrado por diversos autores que a captacéo de Ca*", via canal de calcio dependente de
voltagem do tipo L, ocorre através da agdo do GPCR via PI3Ky (MACREZ et al, 2001,
QUIGNARD et al, 2001). Mecanismo similar foi relatado em cardiomiécitos por Naga Prasad
(2000), onde angiotensina II atuou via PI3Ky estimulando crescimento celular. Também foi
demonstrado in vivo que a perda da expressdo de PI3Ky em camundongos, preveniu a

hipertensdo causada por Angiotensina Il (VECCHIONE et al, 2005).
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Alguns estudos, em diferentes tecidos, indicam agfes estimulatorias ou inibitdrias
sobre a captacdo de Ca®*, utilizando o mecanismo GBy/PI3Ky (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 concentracao de fosfoinositideos, gerados pelas isoformas de PI3K da
classe 1, estdo envolvidos em varios mecanismos patogénicos como céncer, inflamacéo
cronica, alergias, doencas metabolicas, diabetes e doencas cardiovasculares. Varios
laboratérios farmacéuticos tém dispensado especial atencdo no desenvolvimento de
bloqueadores especificos para as isoformas de PI3K a, e y e suas proteinas associadas, na
tentativa de isolar seus efeitos, produzindo medicamentos para as diversas patologias citadas
acima. Alguns destes bloqueadores ja estdo em fase | de pesquisa clinica (tumores sélidos) e
para supressdo de dano apdés infarto do miocéardio (fase I e Il de pesquisa clinica) (para revisao

MARONE et al, 2008).

1.8.3. PROTEINA CINASE B (PKB/AKT)

PKB/Akt € uma cinase serina/treonina, da familia das cinases AGC, que fosforila
varias outras proteinas regulatorias subsequentes, colaborando na sobrevivéncia celular,
proliferacdo e mediando respostas metabdlicas (TOKER, 2002), também atuando na

diferenciacéo e migracéo celulares (YUN, 2009).

Até 0 momento foram identificados 3 membros da familia PKB/Akt (PKBo/Aktl;
PKBp/Akt2 e PKBy/AKT3) codificados por trés genes diferentes (YUN, 2009). Todos os
membros desta familia contém um dominio homdlogo a PH no terminal NH2 seguido de uma
pequena regido de ligacdo, uma regido central catalitica (serina/treonina) e uma pequena

regido COOH terminal regulatoria (dominio rico em prolina).
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As isoformas de PKB/Akt apresentam no dominio PH, uma estrutura que acomoda 0
grupamento fosfato do PIP3, resultando na translocagdo da proteina cinase do citoplasma para
a membrana. Nesta migragao ocorre uma modificagdo em sua estrutura quaternaria, expondo
residuos de treonina, aptos a serem fosforilados por PDK1 (RODRIGUEZ-ESCUDERO et al,

2009).

Cada isoforma de PKB/Akt é fosforilada em um residuo especifico de treonina, no
dominio catalitico (PKBa/Aktl: T308; PKBB/Akt2:T309; PKBy/Akt3:T305) o que leva a
ativacdo parcial da enzima . Também € requerida uma segunda fosforilagdo no dominio
hidrofobico, para a atividade total da enzima, em um residuo de serina que também varia de
acordo com a isoforma (PKBa/Aktl:Ser473, PKBB/Akt2:Ser474, and PKBy/Akt3Serd72 ),
esta segunda fosforilagéo é realizada por uma PDK2, que foi recentemente identificada como

TORC2 (SARBASSOV et al, 2005).

N&o ha ainda uma definicéo sobre a relacdo de isoformas especificas de PI3K e as trés
isoformas de PKB/AKkt, ja descritas em mamiferos, bem como ainda esta pouco esclarecida, a
diferenciacdo entre as isoformas atraves de ferramentas farmacoldgicas. Cada isoforma de
PKB/AKt é expressa predominante em alguns tecidos; PKBo/Akt1 aparece em quase todos os
tecidos testados, PKBP/Akt2 esta principalmente expresso em tecidos que respondem &
insulina; ¢ PKBy/Akt3 prevalece em cérebro e testiculos (RODRIGUEZ-ESCUDERO et al,

2009).

Relaciona-se também isoformas especificas com alguns mecanismos como,
PKBy/Akt3 aparece implicada no desenvolvimento neuronal (TSCHOPP et al, 2005),
PKBo/Aktl relacionada a crescimento ¢ longevidade (CHEN et al, 2001, CHO et al, 2001), e

PKBp/Akt2 como reguladora da homeostase da glicose in vivo, onde se sugere que na
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auséncia desta cinase ocorra diabetes tipo Il em camundongos (Cho et al. 2001b) e em

Humanos (GEORGE et al, 2004).

1.8.4. MECANISMO DE ATIVAGAO DE PI3K POR FSH EM CELULAS DE SERTOLI

H& muitas evidéncias que indicam que FSH atua na célula de Sertoli de maneira
independente da ativacdo da proteina 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 formacdo de IP3 (QUIRK E REICHERT, 1988) e que formas glicosiladas
modificadas de FSH inibem as acdes estimuladas por PKA (AREY et al, 1997), sugerindo

uma potencial associacdo do FSHR com outras proteinas G.

Em células de Sertoli, FSH aumenta a concentragdo de PKB/Akt fosforilada por PI3K,
sendo esta acgdo independente de IGF-1. O estimulo de FSH via PI3K relatado ¢ inibido por

wortmaninn e LY294002, inibidores da proteina cinase (MERONI et al, 2004).

Muitas hipdteses foram aventadas para explicar esta “nova” rota de sinalizagdo para 0
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 testiculos. Varios autores, na tentativa de relacionar esta via
diferenciada a Adenilil ciclase/AMPc, especularam que este fenémeno estaria relacionado ao
aumento de AMPc, produzindo uma poés-ativagdo via Gas , independente de PKA e
dependente de PI3K (GONZALEZ-ROBAYNA et al, 2000). Richards e colaboradores (2001)
propuseram que esta acdo estaria relacionada a proteinas G monoméricas associadas ao

GPCR.
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Observa-se 0 aumento de AMPc e PKB/Akt através do estimulo de FSH, mas ndo ha
ainda mecanismo descrito de qual a relagcdo entre AMPc e PI3K nestas células, os dados
existentes s6 corroboram a relacdo entre FSH e PI3K isoladamente em células de Sertoli e
célula da granulosa de ovérios (MERONI et al, 2004). Em outro estudo, este grupo de
pesquisadores descreveu que o estimulo de FSH sobre a producédo de lactato e transferrina é
parcialmente bloqueada em células de Sertoli pré-incubadas com wortmaninn (MERONI et
al, 2002), relacionando a0 mesmo mecanismo que Gonzalez-Robayna e colaboradores
descreveram (2000), citado acima. Outro relato sobre a acdo de FSH aumentando a acgéo de
PI3K foi feito por Khan e colaboradores (2002), onde a habilidade do FSH em estimular a via
do fosfoinositideo cinase estaria relacionada ao estimulo de FSH na sintese e secrecdo de IGF
e na reducdo da secrecdo de IGFBP3, o que ja foi descartado por outros pesquisadores

(MERONI et al, 2004).

Em células da granulosa, em ovarios, foi investigada a a¢do de FSH e TGFf nas vias
que estimulam AMPc e PI3K, os autores descrevem que FSH aumentou a acéo de PI3Ke a
fosforilagdo de PKB/Akt (serina 473), mTOR (serina 2481) e S6K (T389), e ainda a
transcricdo dos fatores FoxO1 e FoxO3a, a¢des que foram bloqueadas por wortmaninn , mas
ndo por inibidores de PKA (PKAI). Relataram, também, que a inibicdo provocada pelos
PKAI, na acdo de FSH induzindo a fosforilagdo de CREB (via AMPc) foi anulada por
wortmaninn, indicando uma delicada relacéo entre as vias intracelulares nestas células, e este

mecanismo também pode ocorrer em muitos outros tecidos (CHEN et al, 2007).

A via de sinalizacdo PI3K/PKB(AKkt) é estimulada por FSH (via GPCR) e IGF-1 (via
receptor tirosina cinase-RTK), entretanto, como ja descrito neste trabalho, ha varias isoformas
de PI3K e PKB que podem estar associadas aos dois horménios de forma diferenciada, uma
vez que GPCR estdo associados a PI3Ky e RTK , associados a PI3Ka e PI3Kp (CHO et al,
2001).
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Ainda é importante observar que estas acOes realizadas por FSH variam conforme o
estagio de desenvolvimento das gbénadas. O estimulo de FSH na via MAPK/ERK pode ser
inibitério ou estimulatério, dependendo do estado de maturacdo das células de Sertoli
(CREPIEUX et al, 2001). O efeito de FSH na captacio de Ca** e no transporte de
amino&cidos neutros, nestas células, também varia de acordo com a idade, sendo estimulado
s6 no periodo pré-pubere (IRUSTA E WASSERMANN, 1974; PEREZ-SANCHEZ E

WASSERMANN, 1981; WASSERMANN et al, 1992a; DAHIA E RAOQ, 2006).

Na literatura ha uma gama de artigos descrevendo que os receptores acoplados a
proteina G podem sinalizar através de mais de uma proteina G associada, e que esta variacdo
pode estar relacionada como estagio de desenvolvimento celular ou com o metabolismo
celular. Logo, para este mecanismo de estimulo do FSH na acéo de PI3Ky, pode—se sugerir o
envolvimento da proteina Gi, interagindo com isoformas diferentes de FSH (diferentes
glicosilagOes e ponto isoelétrico basico) (AREY et al, 1997). Este mecanismo ocorre através
de subunidade GBy associada ao GPCR, mecanismo ja descrito para muitos outros tecidos,
sobretudo como na sinalizagédo de Angiotensina Il em tecido vascular (VECCHIONE et al,
2005) e receptores B-adrenérgicos em tecido cardiaco (XIAO et al, 1995, VIARD et al, 2001)

e em tecido vascular (MACREZ et al, 1997).
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1.9. CANAIs DE CALCIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM (CCDV)

Canais de calcio dependentes de voltagem (CCDV) estdo presentes em diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos, em muitos tipos celulares. Estes canais sdo estruturas
que medeiam o influxo de célcio em resposta a despolarizagdo da membrana e regulam
processos intracelulares como contracdo, secre¢cdo, neurotransmissao e expressao génica nas
mais diferentes células (CATERALL et al, 2005). A atividade dos CCDV ¢ essencial para

acoplar sinalizacdo elétrica com eventos fisiologicos celulares.

O primeiro relato da existéncia destes canais foi realizado por Paul Fatt e Bernard Katz
(1953) onde, em musculos de crustaceo, apos a inibicdo das correntes de Na*, o musculo
ainda apresentava potenciais de acdo. Apds esta observacdo, outros pesquisadores
identificaram outros subtipos de canais em células excitaveis (FATT E GINSBORG, 1958), e
os canais dependentes de voltagem foram classificados de diferentes modos (CATERALL et

al, 2005).

Os CCDV pertencem a superfamilia de canais i6nicos protéicos transmembrana, na
qual estdo incluidos os canais de potéssio e sodio 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 compde 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 ¢ chamada de subunidade al, e as subunidades

auxiliares sdo conhecidas como B, a2, 6 ¢ y. Sendo identificados, até agora, 10 genes para a
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subunidade al, 4 genes para a subunidade 3, 4 genes para o complexo 020 e 8 genes para a

subunidade y (HOFFMANN et al, 1999) (FiG 1.20).

A subunidade al ¢ a maior delas, e nela estdo incluidos os sensores de voltagem, o
poro de conducgéo idnica e o componente de portdo do canal. Além dos locais de regulagdo do
canal, por drogas e toxinas. As subunidades auxiliares modulam as propriedades do complexo
canal, gerando a diversidade eletrofisiologica e farmacologica, em associagdo com a

subunidade a1 (HOFMANN et al, 1999).
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1.9.1. CLASSIFICACAO DOS CCDV

1.9.1.1. Classificacdo Farmacologica

Em virtude da existéncia de multiplos subtipos deste canal i6nico, foram utilizadas, a
principio, ferramentas farmacoldgicas para sua identificacdo. O primeiro antagonista, descrito
por Albrecht Fleckenstein na década de 1960 (FLECKENSTEIN, 1983), foi uma
fenilalquilamina (FAA), Verapamil. Fleckenstein criou o termo “antagonista de célcio” para
qualquer droga que blogueasse o acoplamento excitagdo-contragdo da mesma forma que a
remocdo de célcio extracelular (FLECKENSTEIN, 1983). O mesmo pesquisador também
identificou a nifedipina como antagonista de calcio, sendo esta a primeira molécula da classe
1,4-dihidropiridinas (DHP). Além destas classes também sdo descritos como antagonistas de

CCDV as Benzotiazepinas (BTZ).

Estas diversas classes sdo utilizadas, na clinica, como drogas antihipertensivas e
antianginosas (DOLPHIN, 1998) e apresentam diferentes afinidades pelos diversos subtipos
de CCDV (para revisédo ver CATERALL et al, 2005). A subunidade ol dos CCDV ¢ o local
de ligacdo dos farmacos citados (DHP,FAA e BTZ), entretanto estas drogas agem de forma
ndo competitiva no mesmo, ou seja atuam em locais diferentes. Também é relatado que
agonistas dos CCDV, como o BayK 8644, agem em outros sitios na mesma subunidade,

interferindo na ag&o dos antagonistas de maneira alostérica (ZAHRADNIKOVA et al, 2007).

As FAA sdo bloqueadores agem no poro do canal situado no lado intracelular, os
autores fazem uma analogia deste mecanismo com a a¢do de anestésicos locais em canais de
sodio dependentes de voltagem (HOCKERMAN et al, 1997, HOFMANN et al, 1999),

blogueando por oclusdo o poro de permeacdo ionica 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
a maior probabilidade de abertura ou fechamento do poro, respectivamente, o local de ligacdo
destes farmacos situa-se no segmento S6 (dominios Il e 1V) e segmento S5 (dominio 1) (FIG
1.21). As DHP e FAA tém seus sitios de ligagdo muito préximos, inclusive partilhando alguns
aminoacidos comuns. As BTZ, como o diltiazem, ligam-se a um terceiro local em sitios
extracelulares ligados a seqliéncia de aminoacidos entre, o segmento S5 e S6 (dominio 1V),
descrito em Ca,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 cardiaco aplicado no meio extracelular.

() pHP ) PAA
™
@ DHP+PAA () PAA+BTZ
() DHP+PAA+BTZ » Conserved amino acid

FIGURA 1.21: Locais de interacdo entre aminoacidos e DHP( vermelho); FAA (lilas),
FAA+BTZ (amarelo), DHP+FAA (azul) e com os trés bloqueadores DHP+FAA+BTZ (verde)
(BIEL et al. 1990).
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1.9.1.2. Classificagdo de Acordo com o Tipo de Corrente de Calcio

Além desta diferenciacdo farmacoldgica, também foram observados dois componentes
nas correntes de calcio, através destes canais (CARBONE E LUX, 1984; FEDULOVA et al,
1985). Carbone e Lux (1984) utilizaram 0s termos “ativados por baixa voltagem” (LVA) e
“ativados por alta voltagem” (HVA) para descrever estes componentes. Utilizando
ferramentas farmacoldgicas adicionais, foram classificados subtipos a partir deste conceito,
onde certos canais HVA lentos foram chamados de canais Tipo L, sendo sensiveis a
dihidropiridinas (bloqueio/ativagdo) (HESS et al, 1984). Hess e colaboradores descreveram
também um agonista destes canais Tipo L, BayK 8644. Entretanto em neurdnios, alguns
canais HVA, ndo sdo bloqueados por DHP e ndo apresentam o comportamento cinético de

ativacgéo e inativagéo dos canais Tipo L.

Entre estes canais foram observados outros subtipos de CCDV como os canais tipos N
(para canais ndo L e Neuronais), bloqueados por m-conotoxinas (GVIA, MVIIA e CVID)
isoladas de varios 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 estdo localizados preferencialmente no sistema nervoso, atuando na transmissao
sinaptica. Um exemplo de atuacdo destes canais ocorre no mecanismo de acdo da morfina que
através de seu receptor W inibe a corrente em canais de calcio tipo N (Cay22) (ALTIER E

ZAMPONI, 2004).

Outro canal, este como inativacdo muito lenta, foi identificado nas células de Purkinje
do cerebelo, sendo insensivel tanto a DHP quanto a w-conotoxina. Este canal foi nomeado
canal tipo P (Purkinje), sendo sensivel a m-agatoxina IVA (fracdo 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 sensivel a ®-agatoxina, mas com um
componente de inativacdo mais rapido e com baixa afinidade pela toxina, chamado
originalmente de canal tipo Q (RANDALL E TSIEN, 1995), entretanto devido as suas
caracteristicas moleculares semelhantes com a estrutura do canal tipo P, provavelmente
oriundas de splincing alternativos, os mesmos aparecem combinados, considera-se entdo o
canal P/Q (BOURINET et al, 1999). Outros canais com correntes de calcio insensiveis a DHP
e as toxinas citadas acima sdao chamados de canais tipo R (residuais) (RANDALL E TSIEN,
1995). Estes canais sdo bloqueados por SNX-482, uma toxina sintética derivada de veneno da

aranha tarantula, estando estes canais presentes em dendritos (CATTERALL et al, 2005).

Canais LVA séo caracterizados por apresentarem potenciais limiares em torno de -
60mV, valor de potencial no qual os canais abrem e sdo inativados rapidamente, entretanto
com uma pequena condutancia ao calcio. Em virtude destas caracteristicas cinéticas foram
chamados de canais Tipo T (transientes) (LACINOVA, 2005). Estes canais sio bloqueados

por cations como Ni?*, Cd*" , mibefradil.

Bloqueadores de outros CCDV também podem atuar como o verapamil blogueando o
canal Cayz, (WILLIAMS et al, 1999). Muitos farmacos tém como alvo subtipos especificos
destes canais como os anticonvulsivantes fenitoina, etossuximida (LACINOVA, 2005);
anestésicos com propofol, pentobarbital, tiopental e penobarbital (TODOROVIC et al, 2000),
a toxina tetrodotoxina (TTX) (LACINOVA, 2005); acido araquiddénico e amilorida inibindo
os canais Cay1 (ZHANG et al, 2000, TALAVERA et al, 2004; WILLIAMS et al, 1999;
LACINOVA, 2005). Bem como farmacos antipsicoticos inibindo as trés isoformas descritas
de Cays(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. Classificagdo Molecular

Para unificar a nomenclatura dos CCDV, foi proposta uma classificacdo baseadas na
estrutura da subunidade o1, onde als refere-se a isoforma descrita em musculos esqueléticos e
as isoformas ala e alg (BIRNBAUMER et al, 1994). Em 2000, foi adotada uma
nomenclatura baseada na classificagdo utilizada para canais de potassio (CHANDY E
GUTMAN, 1993, ERTEL et al, 2000). Nesta classificacdo, que € sistemética, utiliza-se o
simbolo quimico do Calcio (Ca) para definir o ion, a designacdo de dependéncia de voltagem
(Cay), e um sistema numeérico relacionado ao gene da subfamilia da subunidade al (1 a 3 até o

momento).

Na subfamilia Ca,; estdo incluidos os canais tipo L contendo as subunidades als, alc,
alp, alg (Cay 11-Cayi4 respectivamente). A subfamilia Cay, (Cay21-Cayz3) inclui canais que
contém as subunidades ala, alg € alg mediando as correntes de calcio através dos canais
Tipo P/Q (Cay21), N (Cay,2) e R (Cayz3). E na subfamilia Cayz (Cays1-3.3) incluidos canais com
as subunidades alg, aly e al;, 0s quais medeiam correntes de célcio através de canais tipo T

(ERTEL et al, 2000) (FIc1.22).

% identity
I 1 | 1 1
20 40 60 80 100
Cay1.1; a1S
Ca/1 Cat 2 oiC
—_— _I E Ca,13; aiD | LYPe
Ca,14; oiF |
Ca,2.1; 1A  P/Q-type
Cay2 Ca,22; a1B  N-type

Ca,2.3; a1E  R-type

Ca,3.1; ol1G ]
wa  Cad Ca,32: olH | T-type
Ca,33; ol |

FIGURA 1.22: Classificacdo dos Canais de Célcio dependentes de voltagem (CATTERAL et
al, 2005).

96



1.9.2. SUBUNIDADES AUXILIARES DOS CCDV

1.9.2.1. Subunidade p

As subunidades Ca,g tém efeitos diretos sobre as propriedades dos HVA (Cay; e Cayy),
incluindo trafego do complexo canal para a membrana palsmatica e modificacfes cinéticas e
relacionadas as propriedades dependentes de voltagem (DOLPHIN, 2003). Ja foram clonadas
quatro  subunidades (Bi-B4) em diversos tecidos e com diferentes funcGes
(DRESVIANNIKOQOV et al, 2009).

Enquanto a subunidade al dos Ca, contém as propriedades que caracterizam 0sS
determinantes de dependéncia de voltagem e inativacdo, a associacdo com diferentes
isoformas de subunidades P influencia, principalmente, na cinética de inativacdo do canal.

As subunidades Ca,s contém dois dominios conservados ligados ao terminal N, ao
terminal C e centralmente localizado na porcdo intracelular. Estudos indicam que esta
subunidade contém dominios com caracteristicas homdélogas a Src-3 (SH3) ligados ao
dominio como guanilato cinase (GK) (HANLON et al, 1999, DRESVIANNIKOV et al,
2009).

Todos os quatro tipos de subunidades B, ja descritas, sdo ativadas por potenciais mais
negativos, colaborando para a abertura do canal e na sua velocidade de fechamento
(inativacdo). Em geral a presenca das subunidades 1, B3 ¢ B4 hiperpolarizam a dependéncia
de voltagem da inativacdo, tornando 0s canais inativos em potenciais mais negativos, o que
aumenta a cinética de inativagdo. Enquanto que a subunidade 2a despolariza a dependéncia
de voltagem da inativagdo, tornando os potenciais mais positivos e reduzindo a cinética de

inativacio (LACINOVA, 2005).
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1.9.2.2. Subunidades 020

Quatro genes para as subunidades a0 (0201-0264) ja foram clonados, distribuidos em
musculos esqueléticos, neurdnios e tecido cardiaco (ARIKKATH E CAMPBELL, 2003;
CANTI et al, 2003; KLUGBAUER et al, 2003). Estéo associadas a canais CCDV tipo L, N e
P/Q, e ao tipo T, nestes Gltimos acelerando a inativacdo do canal (GAO et al, 2000; HOBOM
et al, 2000). Ha poucos dados conclusivos sobre a funcdo desta subunidade, entretanto é
descrito que ela parece modular a interacdo com bloqueadores dos CCDV (MOULD et al,

2004; DRESVIANNIKOV et al, 2009).

1.9.2.3. Subunidade y

As subunidades y sdo proteinas integrais de membrana. A subunidade original,
primeiro identificada (y1) consiste de 222 aminodacidos e foi purificada de musculo esquelético
de coelhos (BOSSE et al, 1990; JAY et al, 1990). Apds identificou-se outra isoforma desta
subunidade em cérebros (y,) com apenas 25% da indentidade de y; (LETTS et al, 1998). E
isoformas adicionais foram sendo identificadas (ys-ys), tendo hoje 5 representantes
(KLUGBAUER et al, 2000). Algumas das isoformas foram relacionadas a subunidades ja

existentes (ys,y7,Ys a Y1,Ys,Y4, respectivamente) (BURGESS et al, 2001).

Entretanto ainda nédo estd definido o papel desta subunidade na funcionalidade dos

CCDV (DRESVIANNIKOV et al, 2009).
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1.9.3. CANAIS DE CALCIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM CAy; (TIPO L)

Originalmente caracterizados por sua sensibilidade a DHP e por apresentarem uma
condutancia prolongada (long lasting) apds a abertura do canal (NOWYCKY et al, 1985),

compondo esta classe estdo quatro diferentes canais (Cay1.1- Cavi.4) (ERTEL et al, 2000).

Os canais de célcio dependentes de voltagem tipo L (Ca,in) tem uma estrutura
homologa aos demais CCDV , entretanto a composi¢do de suas subunidades varia de acordo
com o tecido e, conseguientemente, varia sua funcdo. Por exemplo, Ca,;, pode ser coexpresso
com varias subunidades B e a29, e estudos de coexpressdo heteréloga demonstraram que as 4
subunidades [ ja forma encontradas em associagdo com o CCDV, com diferentes voltagens de

inativacao e afinidades pelos antagonistas (LACINOVA, 2005).

Como outros CCDV, canais Ca,; tem uma subunidade o; que determina as
propriedades fisioldgicas e farmacoldgicas destes canais (CATTERALL, 2000). Esta
subunidade associa-se as subunidades auxiliares, as quais facilitam a localizagdo do canal na
membrana plasmatica e influenciam na ativacdo e inativacdo em relacdo a dependéncia de

voltagem (BIRNBAUMER et al, 1998; CATTERALL, 2000, RICHARDS et al, 2004).

Além da diversidade da composicdo 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 presenca de determinados fosfolipideos e modificacdes pds-
translacionais (KAMP E HELL, 2000; PITT, 2007). A atividade dos Ca,; também podem ser
modificadas por horménios, neurotransmissores e mediadores acoplados a8 GPCR (MACREZ
et al, 1997; DE WAARD et al, 1997; VIARD et al, 1999), sendo que hé relatos de que ambas
as subunidades provenientes da ativagdo do GPCR (Ga e Gy), através de diferentes efetores,

podem exercer esta modulacéo de Ca,; (CALLAGHAN, 2006).
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1.9.3.1. Modulag¢do dos CCDV por GBy/PI3K

Muitos estudos tém indicado que a subunidade Gy da proteina G ¢ a responséavel pela
modulacdo da atividade de CCDV (DRESVIANNIKOV et al, 2009; TEDFORD E
ZAMPONI, 2006); e tem sido proposto que GPy age de forma direta competindo com a
subunidade 3 pela ligacdo na regido de interacdo no dominio o (AID) (na subunidade al) para
canais tipo Ca,; e Ca,, (PRAGNELL et al, 1994). Entretanto, muitos efetores ativados por
GBy foram identificados nos ultimos anos, incluindo o estimulo sobre PI3K classe |
(CLAPHAM E NEER, 1997, VANHAESEBROECK et al, 1997 VIARD et al, 1999) e PKC

(KAMP E HELL, 2000).

Dados experimentais demonstraram, em midcitos vasculares, que a infusdo
intracelular de PI3Ky, enzimaticamente ativa, aumentou tanto a formacao de PIP3 a partir de
PIP2(y3-y5), quanto a entrada de cargas positivas (Ba®"), da mesma maneira que a subunidade
GBy. Os mesmos autores demonstraram em estudos de patch clamp, que na presenca da
subunidade GBy houve um aumento da producdo de PIP3, relacionado ao aumento da
atividade de PI3Ky, sendo este estimulo dependente da dose (FIG 1.23). Também foi
demonstrado que wortmannin (inibidor de PI3K) inibiu a acdo da subunidade Gy, citada
acima, onde a sintese de PIP3, nesta preparacdo, foi restaurada com baixas doses de PI3Ky na

auséncia do bloqueador (VIARD et al, 1999).
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FIGURA 1.23: Relagdo entre a subunidade GPy da proteina Gi com o aumento da atividade de
PI3K e a fosforilacdo de PIP3 em midcitos vasculares (adaptado de VIARD et al, 1999).

Também € descrito na literatura que a condutancia através de CCDV tipo L (Ca,1)
pode ser estimulada por PKC em musculo liso (CHIEN et al, 1995). Em tecido vascular, a
aplicagdo intracelular de subunidades GPy purificadas ativou Ca,,, tanto via PKC (através da
aplicacdo de seu ativador PMA), quanto de maneira independente de PKC, através da
estimulagdo de PI3Ky. A acdo independente de PKC, via GBy/PI3Ky, ndo foi mediada por
AMPc, pois H89 (inibidor de cinases dependentes de AMPc) ndo bloqueou o estimulo via
PI3Ky na corrente de Ba®* (jon utilizado para estudar condutancia através de Cayi) (VIARD et

al, 1999).

Bommakanti e colaboradores (2000) relataram, em estudos utilizando cultura de
linhagens de células de mamiferos HEK-293 e COS-7 transfectadas com receptores (2
adrenérgicos, que a acdo agonista sobre o receptor induziu a fosforilagdo da PKB/Akt na
serina 473 da cinase, verificada através de imunobloting , sendo este efeito blogqueado por
LY294002 (blogueador de PI3K inespecifico). Também foi demonstrado que isoproterenol
(agonista adrenérgico) ndo teve seu efeito sobre a atividade de PI3K mimetizado pela acéo da

subunidade Gas (através de forscolina, Gas ou estimulo da GTPase). Entretanto, o estimulo
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sobre PI3Ky foi bloqueado por propanolol (bloqueador de receptor B-adrenérgico), sugerindo

que esta acdo seja mediada pela subunidade Gfy.

Outros autores relacionaram o receptor 32-adrenérgico ao Ca,; atraves da dissociagéo
da subunidade Gy ativando PI3Ky/PKB(Akt), modulando a condutincia nestes canais
(VECCHIONE et al, 2005; MACREZ et al,1997; LE BLANC et al, 2004, CATALUCCI et
al, 2009). Embora o mecanismo de acdo de PKB/Akt no canal ainda nédo esteja definido

(CATALUCCI et al, 2009).
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1.10. PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE AMINOACIDOS

Os primeiros estudos sistematicos sobre os sistemas de transporte de aminoacidos,
através de membranas plasmaticas, 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 aminoacidos nos mais diversos tipos celulares, da mesma
forma que nas células de Sertoli (IRUSTA E WASSERMANN, 1974;: PEREZ-SANCHES E
WASSERMANN, 1981; WASSERMANN E LOSS, 1989; WASSERMANN et al, 1992a).

Entre os diversos sistemas de proteinas transportadoras de aminoacidos, algumas
propriedades gerais foram estabelecidas como a alta estéreo seletividade, onde aminoacidos
levdgiros (L-aminodcidos) sdo mais rapidamente transportados do que os aminoacidos que
desviam a luz polarizada para a direita. Da mesma forma, foi determinado que os sistemas de
transporte de aminoacidos tem uma baixa especificidade, quando comparados com a maioria
das enzimas, ou seja, em uma mesma célula ha diferentes tipos de transportadores e cada um
pode transportar varios aminoacidos diferentes, entretanto com caracteriticas quimicas 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
aminoacidos e o transporte simporte acoplado a Na®. Neste simporte, o gradiente de Na*
determina o transporte de amino&cidos através da membrana (HYDE et al, 2003).

A configuragdo da estrutura quimica, bem como a caracteristica idnica do aminoacido,
sdo fatores que determinam o tipo de transportador desta molécula, através da membrana.

H& quatro principais sistemas de transporte de aminoacidos neutros (zwitteridnicos-

com carga residual igual a O (zero) em células mamiferas (HYDE et al, 2003). O Sistema
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ASC, que preferencialmente transporta alanina, serina e cisteina, mas pode reconhecer outros
aminodcidos alifaticos, é dependente de cotransporte com Na* (KILBERG E HAUSSINGER,
1992). O Sistema L reconhece e transporta aminoacidos de cadeias ramificadas e aminoacidos
aromaticos (MCGIVAN, 1992), sendo independente de Na', além disto, ambos os sistemas
citados podem atuar como trocadores de aminoacidos.

O sistema A, o qual transporta aminoacidos 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 captacdo de glutamina, histidina e asparagina (KILBERG et al,
1980) e também €é um trocador de préton, ion que atua no cotransporte com
Na'(CHAUDHRY et al, 2000).

Os sistemas A e N tém suas atividades exercidas por estruturas pertencentes a familia
de proteinas transportadoras relacionadas ao gene SLC38. H& descritas trés diferentes
isoformas para os transportadores do sistema A (SNAT1, 2 e 4; conhecidas anteriormente
como ATAL-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 relacdo ao cotransporte
com Na®, sendo a isoforma SNAT2 a mais prevalente, mediando respostas aos estimulos

enddcrinos e nutricionais (HYDE et al, 2007).

Os sistemas A e N tém algumas caracteristicas particulares, como serem inibidos em
pH baixos (BAIRD et al, 2006); além de reconhecerem aminoacidos N-metilados, como o
aminoacido metil amino isobutirico (MeAlB), analogo ndo metabolizavel da alanina, utilizado
para o estudo destes sistemas (CHRISTENSEN et al,. 1965;IRUSTA E WASSERMANN,

1974; REIMER et al, 2006).

Vérios hormonios sdo habeis na regulacdo do sistema A de transporte, como o FSH

nas células de Sertoli, modificando a velocidade na captacdo dos aminoécidos neutros através
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do transportador, e gerando alteracdes na expressao génica através desta sinalizacdo hormonal
(WASSERMANN et al, 1992a). Na anélise da cinética de captacido de [**C]MeAlB
estimulada por FSH, nas células de Sertoli, observou-se que a a¢do hormonal causou um
aumento no Vs , indicando uma maior atividade no transportador (SILVA et al, 2002). Este
efeito do FSH iniciou em 120 segundos, sendo maximo em torno de 15 minutos, dados que
sugerem a existéncia prévia dos transportadores na membrana plasmatica (SILVA E
WASSERMANN, 1999). O aumento da velocidade de transporte dos aminoécidos estimulado
por FSH, nas células de Sertoli, ocorreu em resposta a variagdo bifasica do potencial de
membrana na presenca do hormonio, estando principalmente relacionado a despolarizacéo,
subseqiente a rapida hiperpolarizacéo inicial ( WASSERMANN et al, 1992b).

O sistema A também participa dos processos de regulacdes adaptativas, proliferacao
celular e choque hipertonico, sugerindo-se que tenha um papel importante na homeostase
celular (HYDE et al, 2007).

Aminoacidos béasicos e acidos sdo transportados em sistemas distintos dos
aminoacidos neutros. Certos aminoacidos catidnicos, como L-arginina e L-ornitina s&o
importantes para a funcdo testicular. As poliaminas: putrecsina, espermidina e espermina
estimulam o crescimento gonadal, sendo geradas a partir da ornitina, e desempenham um
importante papel na sintese de DNA durante a espermatogénese (IVANOV et al, 2000;
PARVINEN, 1993).

Os principais transportadores de aminoacidos catiénicos sdo y*, y'L e b® e B%, os
quais diferem entre si através de suas especificidades e afinidades pelos substratos e pela
dependéncia no cotransporte com Na“ (CEREC et al, 2007). Os transportes de aminoacidos
anibnicos e outros anions organicos sao realizados pelo sistema OAT (transportador de anions

organicos) (SRIMAROENG et al, 2008).
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1.10.1. TRANSPORTE DE AMINOACIDOS ESTIMULADOS POR FSH EM CELULAS DE SERTOLI

O transporte de amino&cidos neutros ([**C]MeAIB e [*C]JAIB), através do sistema A,
é estimulado por FSH em células de Sertoli de ratos com 10,15 e 20 dias de idade, ndo sendo
observado em células de Sertoli de ratos com 5 ou 25 dias (IRUSTA E WASSERMANN,
1974; PEREZ-SANCHEZ E WASSERMANN, 1981). Esta gonadotrofina ndo foi efetiva no
estimulo deste transporte quando o meio de incubacio estava isento de Na*, além de n&o
estimular a captagdo de [**C]Cicloleucina nas células de Sertoli de ratos de 12 dias de idade.
Estes dados permitiram aos autores concluirem que FSH estimula o transporte de aminoacidos
através do sistema A, de forma dependente de Na*, que é caracteristica deste sistema,
entretanto FSH com ndo atua através do sistema L nem no ASC (DA CRUZ-CURTE E

WASSERMANN, 1985).

Além destas agOes, também € relatado na literatura que baixas concentraces de Na®
no meio de incubacdo reduz a captacdo de aminoacidos pelos testiculos, reduzindo a resposta
do FSH nesta acdo. Embora a sintese de proteinas e a acdo do FSH sobre este mecanismo nao
estar alterada. Da mesma forma, os autores relataram que a administracdo subcutanea de
Testosterona, em ratos de 15 dias de idade, aumentou a sintese de proteinas, sem modificar a
captacdo de aminoacidos. A mesma resposta foi demonstrada, através da adicdo no meio de
incubacdo, de DbAMPc (ImM) e glicose (14mM) em testiculos de ratos imaturos

(SPRITZER E WASSERMANN, 1985).

Estudos in vitro corroboraram estes dados, demonstrando que a Testosterona também
ndo estimula a captacdo de aminoacidos neutros em célula de Sertoli (VON LEDEBUR et al,
2002), entretanto 0 esteréide aumentou a captacdo de “Ca®*, em técnicas que utilizaram

células isoladas e testiculos inteiros (LOSS et al, 2004).
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Estes dados demonstram que a captacdo de aminodcido pelas células de Sertoli de
ratos imaturos e a sintese protéica, estimuladas nestas células, parecem ocorrer através de
mecanismos independentes, reguladas por fatores diferentes. Entretanto este ponto ainda

precisa ser elucidado.

O efeito estimulatério de FSH sobre a captacdo de aminoacidos é anulado quando
ocorre 0 bloqueio de CCDV por verapamil, Co®* ou Ni** (WASSERMANN et al, 1992a,
WASSERMANN E LOSS, 1989). Os mesmos pesquisadores demonstraram, através da
técnica eletrofisioldgica de registro intracelular, que o FSH estimula nas células de Sertoli,
uma rapida hiperpolarizacdo, seguida de uma despolarizagdo prolongada, sendo esta ultima
resposta aumentada quando adicionado ao meio MeAlIB. Tanto a a¢do despolarizante, quanto
0 aumento desta pelo aminoacido, foram anuladas na presenca de verapamil
(WASSERMANN et al, 1992b). Estes resultados relacionam a captacdo de “Ca?* com o

transporte de aminoacidos, através do sistema A, estimulados pelo FSH em células de Sertoli.

Acdo semelhante é relatada na captagdo de [*H]Taurina em linhagens de células de
osteoblastos, onde o aumento de célcio no meio extracelular estimula 1,7 vezes a captacdo
deste aminodacido. A captacdo de taurina é bloqueada na presenca de bloqueadores de CCDV

do tipo L (Cay1) (KANG, 2009).

Entretanto a ligacdo entre a captacdo de célcio, através dos Cay;, € 0 estimulo do

transporte de aminoacido via sistema A ainda permanece desconhecida.
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2.

2.1.

OBJETIVOS:

OBJETIVO GERAL

Analisar os eventos pos-receptores envolvendo as acdes do FSH e do IGF-I nas células de

Sertoli de ratos imaturos.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Verificar as vias de transducdo de sinal desencadeadas pela ligagdo do FSH em

receptores de membrana da célula de Sertoli de ratos imaturos

Verificar a acdo do FSH nas diferentes subunidades acopladas ao GPCR, Gas ¢ Gai,
para avaliar a influéncia deste hormonio glicoprotéico nas vias de sinalizacdo
evocadas ap0s a ligagédo ao receptor GPCR.

Verificar a bifurcacdo da acdo do FSH atuando na via AC/AMPCc/PKA e na captacédo
de *Ca®" , via Cay; (CCDC tipo L) e no transporte de MeAlIB através dos sistema A
como mecanismos independentes, utilizando para tanto bloqueadores e ativadores da
adenilil ciclase e de canais de célcio dependentes de voltagem;

Verificar a relacdo da via evocada por FSH e PI3K e sua relagdo com a captagédo de
*Ca?" e transporte de MeAlB.

Analisar a relacdo entre as vias sinalizadas por FSH e IGF-1, nestas células verificando
a sinergia das ac¢des autdcrinas, paracrinas e endocrinas destes hormonios.

Verificar a influéncia de IGF-1 sobre a captacdo de “*Ca®* , no transporte de
[**C]MeAIB e sua resposta eletrofisiolégica em células de Sertoli de ratos imaturos e

em testiculos inteiros.

108



3. MATERIAIS E METODOS

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 Ciéncias Bésicas da Salde — UFRGS. Os ratos
ficavam com as mdes até o momento do experimento. As mdes eram mantidas com no
méaximo 8 filhotes em gaiolas individuais onde recebiam racdo Purina, Nutripal (Porto Alegre
-RS) e agua “ad libitum”, com iluminag@o controlada em ciclos de 12 horas e a temperatura

controlada a aproximadamente 24°C.

3.1.2. SOLUCOES

3.1.2.1. Tampdo Krebs Ringer Bicarbonato (KRb)

Foi utilizada uma solucdo tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (KRb) como meio de
incubacdo, em todos 0s experimentos, preparado imediatamente antes da realizagdo dos
experimentos. Todos os reagentes eram de pureza ‘pro-analise’ (P.A) da E. Merck
(Darmstadt, Alemanha). O preparo da solugéo foi feito a partir de solucdes estoques conforme

tabela 3.1.
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TABELA 3.1 Composicdo salina e concentracdes presentes nas solucdes estoque de KRb e na

solucéo final.
Concentracdo Final na

Concentracao das Solucdo KRb (mM)
Solucdes Estoque
(9/L) (M)

NaCl 180,00 146

CLORETO DE SODIO

KCI 9,20 0,123 |47

CLORETO DE POTASSIO

KH,PO, FOSFATO DE 4,22 0,031 (1.2

POTASSIO MONOBASICO

NaHCO; 54,60 0,65 25

BICARBONATO DE SODIO

MgSO,.7H,0 7,64 0,031 1,2

SULFATO DE MAGNESIO

CaCl,.2H,0 9,60 0,065 |25

CLORETO DE CALCIO

CeH1206 25,00 0,14 55

Glicose

Para o preparo do KRb, foram adicionados volumes iguais de cada solucdo estoque,

acrescentando-se por ultimo o sulfato de magneésio e o cloreto de calcio, nesta ordem. A

solucdo era entdo completada até seu volume final com agua destilada, para obterem-se as

concentracOes finais descritas na tabela 3.1. A solucdo era gaseificada com carbogénio

(02:C0O,, 95:5, v/v), até que se atingisse o pH de 7,4, monitorado em pHmetro. A solucao

assim obtida era mantida em gelo durante a preparacdo do experimento.
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3.1.3. SUBSTANCIAS UTILIZADAS

a) Isétopo radioativo de Calcio [*Ca*]- atividade especifica ImCi/mg, adquirido da
Du Pont — NEN Research Products. Em cada amostra foi adicionado 0,2uCi/mL. A meia vida
é de 163 dias, e 0 decaimento era calculado a partir de uma tabela fornecida pela Du Pont-

NEN Research Products, em funcdo da data de fabricacéo.

b) Acido a-metilaminoisobutirico [1-**C] ([**C]-MeAIB)- atividade especifica 50
mCi/ mmol, adquirido da Du Pont-NEN Research Products. Em cada amostra foi adicionado

0,2uCi/mL.

c) Liquido de Cintilacéo: Optiphase Hisafe 111 (Wallac, Finlandia). Foi utilizado para

a contagem da radioatividade das amostras.

d) Horménio Foliculo Estimulante (FSH): (Sigma-Aldrich, Inc-USA): FSGH
retirado de hipofise ovina. Contendo 50 unidades por vial, mensurados através de ensaio
Steelman-Pohley tendo como referéncia padrdéo NIH-FSH-S1 (ovine sigma). O FSH foi
utilizado em uma concentracdo de 4mIU/mL para cada tubo dos experimentos de captacédo de
Ca?" e transporte de [*C]-MeAlIB, e para os experimentos de eletrofisiologia foi calculado
para ter uma concentracdo final de 4mU/aplicacdo. FSH foi pesado em balanca analitica e

diluido em solucédo de Krebs-Ringer bicarbonato até a concentracdo desejada
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o-carboxy
terminus
B-carboxy

FIGURA 3.1: Representacdo cristalografica das cadeias a e p da molécula de FSH. A area lilas
representa a porcdo da cadeia [ responsdvel pela especificidade em relacdo aos demais
hormdnios glicopepetidicos e interacdo com o receptor (adaptado de FOX et al, 2001).

e) Fator de Crescimento como Insulina Tipo | (IGF-1): (Sigma-Aldrich, Inc-USA).
IGF-I recombinante, expresso em Escherichia coli. IGF-I foi diluido em &gua ultrapura e
estéril produzindo uma solu¢cdo mée de 100ug/mL, sendo aliquotado em 20uL por tubo e

congelado em freezer -20°C, até seu uso.
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FIGURA 3.2: Estrutura cristalografica de IGF-I1 humano (fonte:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure).

f) Forscolina: PM: 410,5, 7p3-Acetoxi-8,13-epoxi-1a,60,9a-trihidroxila-14-en-11-ona
(Sigma-Aldrich, Inc-USA): extraido de Coleus forskohlii. A forscolina foi pesada em balanca
analitica e diluida em Dimetil Sulféxido (DMSO), produzindo solucgdo estoque de 1mM, que
posteriormente foi diluida em KRb até as concentragdes finais desejadas . A concentracdo de

DMSO néo ultrapassou 0,1% na solucéo final.

FicurA 3.3 Molécula de Forscolina.
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g) Toxina Pertussis de Bordetella pertussis (PTX): (Sigma-Aldrich, Inc-USA). A toxina
pertussis foi diluida com 500uL de &gua estéril, em capela de fluxo laminar Desta solucdo
mée aliquotas foram retiradas para os experimentos. Foram utilizadas concentracdes de
1pg/mL e 250ng/mL.

FIGURA 3.4: Estrutura terciaria da toxina pertussis.
h) JB1 (Bachem) Analogo inativo de IGF-I: PM1249.52. Foi utilizada a dose de
1ug/mL para os experimentos. JB1 foi pesado, em balanca analitica, e diluido em Krb no

momento do experimento.

Active Site Active Site

. 20 30 40 so 0
GPETLCGAEL VDALQFVCGD RGFYFNKPTG YGSSSRRAPQ TGIVDECCFR SCDLRRLEMY CAPLKPAKSA

[JB1]
Region 2
E]APLKPAKS@ G UB3
ACTIVE ANALOGUE CSK:-}";L';:A ¥C
e ey

Reglon 2

ACTIVE ANALOGUE

FIGURA 3.5: Substituicdo no dominio D da molécula de IGF-I produz o anélogo 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]indenol[4,5,-h]-2-h]-2-benzopiran-3,6,9-triona  (Sigma-Aldrich,  Inc-USA):
Inibidor de PI3K inespecifico. Wortmannin foi pesado em balanga analitica em
diluido em DMSO em uma concentracdo de 100uM. Para os experimentos foi
utilizada a dose de 100nM onde aliquotas da solucdo estoque foram rediluida em
KRb, DMSO ndo ultrapassou 0,1% na solucdo final.

CH,

N

FiGURrA 3.6: Molécula de Wortmannin.

]) 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 balanca analitica em diluido

em Krb produzindo uma solu¢do com 100puM de concentracéo final no experimento.

FIGURA 3.7: Molécula de SQ 22,536.
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I) 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-  &cido
piridinadicarboxilico 2-metoxietil 1-metiletil éster. PM 418.44. Bloqueador de canais de
calcio dependentes de voltagem do tipo L (Ca,;). Soluvel em DMSO, Nimodipina foi
utilizada em concentracbes de 1, 5 e 100 uM, em experimentos protegidos da luz. Os
experimentos foram conduzidos e processados sob lampada de s6dio. DMSO nao ultrapassou
0,1% na solucgéo final.

HiC. .0 0
CHy 0

Il

0

FIGURA 3.8:Molécula de Nimodipina.

m) Verapamil: PM:491,08,(Valeronitrila,5-((3,4-Dimetoxifenetil)(Metilamino)-2-
(3,4-Dimetoxi-fenil)-2-1sopropil). Foi utilizado verapamil comercial injetavel, ampola com
2,5mg/mL de cloridrato de verapamil, em solucdo tamponada. Utilizou-se uma concentracédo

final de 100uM nos experimentos.

CH; CH(CH,),
CH;0 CH,CH,NCH,CH,CH,CCN
CH,0
VERAPAMIL OCI I-%
OCH,

FIGURA 3.9: Molécula de Verapamil.
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n) Tyrphostin AG1024: PM 305,20 (C14H13BrN,0O). O blogueador foi pesado em balanga
analitica e diluido em DMSO em concentracdo de 1mM. Para os experimentos foram
utilizadas doses de 10, 25 e 50uM, onde aliquotas da solucdo estoque foram rediluida em
KRb, DMSO néo ultrapassou 0,1% na solucéo final.

Br

HO

tBut

FIGURA 3.10: Molécula de Tyrphostin AG1024.
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3.2. METODOS

3.2.1. ELETROFISIOLOGIA

3.2.1.1.  Preparacao dos Tubulos Seminiferos

Os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical. Os testiculos foram
imediatamente removidos por incisdo abdominal e decapsulados. Um dos testiculos, escolhido
aleatoriamente, era esticado com duas pincas de maneira a isolar de 4 a 8 tubulos seminiferos,
sendo estes presos ao fundo da camara de perfusdo com auxilio de uma grade feita de fio
ortodontico. A cdmara, cujo volume era de 1 mL, estava preenchida com KRb glicosado (FIG

3.11).

FIGURA 3.11: Camara de perfusdo com tubulos seminiferos 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 utilizacdo. A preparacdo foi entdo levada ao microscopio invertido
(Nikon- Inverted Microscope Diaphot — TMD) e conectada ao sistema de perfusdo do KRb. O
KRb foi mantido num banho a 38°C e chegava a camara de perfusio em 36°C. O pH foi
mantido em 7.4 com carbogénio durante todo o experimento. O fluxo foi mantido a 1 mL/min
com auxilio de uma bomba peristaltica (Rainin Instrument Co. Inc. — Dynamax, modelo RP-
1). A preparacdo ficava 30 minutos estabilizando-se antes do inicio dos registros. Apos este
periodo, uma célula de Sertoli era empalada com uma microeletrodo de vidro, sob controle

visual.

3.2.1.2. Preparacao do Microeletrodo

Para o registro intracelular foram utilizados microeletrodos, feitos a partir de uma
micropipeta de vidro de borosilicato com diametro 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, Califérnia - Vertical Pipette Puller — modelo
700C). A intensidade do calor e a forca do estiramento foram reguladas independentemente,
até serem alcancados os parametros ideais para viabilizar o empalamento das células de
Sertoli. A resisténcia ideal do microeletrodo para o empalamento de células de Sertoli é de 15
a 25 megaohms (MQ) (VON LEBEDUR et al., 2002). A fim de obterem-se resultados
reprodutiveis na confeccdo dos microeletrodos, as correntes de ar eram excluidas e a

temperatura ambiente era mantida estavel em 21 - 22°C.
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Uma vez confeccionados, os microeletrodos foram preenchidos com solugéo KCI 3M
e conectados a um ‘“holder” (eletrodo de prata) acoplado a um dispositivo ligado ao
eletrbmetro, que também foi preenchido com a mesma solucdo de KCI 3M,e fazendo contato
elétrico com o eletrodo. O KCI utilizado era filtrado em papel filtro diariamente. O conjunto
era entdo conectado ao eletrometro. A movimentagdo mecanica do eletrodo para aproximagéo
das células e empalamento era feita por um micromanipulador mecénico Kite-R (World

Precision Instruments, Inc., USA) capaz de movimentos macros e micros nos trés eixos.

O eletrodo de referéncia era mergulhado na cdmara de perfusdo e conectado através de
um fio ao terminal “terra” do eletrdometro. Este eletrodo consiste em um fio de prata cloretado
(Ag/AgCI). A cloretagem era feita diariamente antes do inicio do experimento, limpando-se o
fio de prata com esponja de aco e o mergulhando em solucdo de hipoclorito de sddio
comercial (hipoclorito de sodio, hidroxido de sddio, cloreto de sédio e agua) por no minimo

30min. Antes de mergulha-lo na cadmara de perfuséo, o fio era enxaguado com &gua destilada.

O potencial de membrana da célula é apenas um dos muitos fatores que contribuem
para a diferenga de potencial medida entre o eletrodo de registro intracelular e o eletrodo de
referéncia. Diferencas de potenciais que ocorrem mesmo com ambos os eletrodos
mergulhados no liquido extracelular sdo devidos a diferengas no comportamento elétrico que
ocorre nas interfaces entre solucbes e o metal, ou entre solu¢des de composicdes diferentes.
Essas diferencas sdo anuladas através de dispositivos especificos no eletrémetro, para que
possamos visualizar somente o potencial de membrana, eliminando desta forma qualquer

interferéncia no registro.
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3.2.1.3.  Equipamento e Procedimento Eletrofisiologico

Os dois eletrodos, de registro e de referéncia, eram conectados a um pré-amplificador
de alta impedancia, Eletrdmetro Intra 767 (World Precision Instruments, Inc., USA), e o sinal
era monitorado neste aparelho e em um osciloscépio (Tektronix, 2 Channel Digital
Oscilloscope TDS 210). Os tracados observados no osciloscopio 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 bioldgico, o sistema de registro eletrofisioldgico
possuil resisténcia e capacitancia proprias. Esses elementos conferem “ruido” ao sistema e
devem ser neutralizados antes do inicio do experimento através de dispositivos no
eletrbmetro. Desta forma, quando ambos os eletrodos estavam em liquido extracelular,
ajustava-se a leitura proxima a zero no eletrdmetro e no osciloscopio, nenhuma diferenca de
potencial era registrada. No momento em que o eletrodo de registro penetrava uma célula, um
salto abrupto na direcdo negativa era visualizado no eletrdmetro e no oscilosépio, e registrado
no computador. A intensidade desta queda fornece o potencial de membrana da célula

empalada.

A0 mesmo tempo em que se media o potencial de repouso da membrana, o
eletrdbmetro passava pulsos de corrente de 0,5 nA na célula. Esta corrente era originada em um
estimulador capaz de gerar pulsos retangulares de corrente continua, (S48 Stimulator - Grass
Instrument Division, W. Warwick, RI, USA). Este estimulador regulava a freqiiéncia (0,5Hz)
e a duracdo (250ms) desses pulsos. O dispositivo acoplado ao eletrdmetro, que faz a interface
com o “holder”, apresenta uma resisténcia de 20x10° ohms, que reduz a corrente destes pulsos

que chega as células em niveis compativeis.

121



Quando uma célula era empalada, aguardava-se a estabilizacdo de seu potencial de
membrana e de sua resisténcia de membrana até que permanecessem estaveis, por no minimo
2 minutos, e sé entdo 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, ja que esse potencial de membrana é comumente registrado em células
de Sertoli de tubulos seminiferos normais (EUSEBI et al., 1983), e em tdbulos seminiferos
enriquecidos com células de Sertoli (SCE), através de irradiacdo in Utero durante a gestacéo.
Procedimento adotado para eliminar as células germinativas do tecido, restando apenas
células de Sertoli (WASSERMAN et al.,1992b). A resisténcia da membrana foi medida de

acordo com Wassermann e colaboradores (1992b).

Os hormonios FSH e IGF-1 foram aplicados topicamente no banho com pipeta
automatica, apos a estabilizacdo do potencial de membrana por aproximadamente 2 minutos
ou associados ao tratamento com outras drogas. Solugdes de antagonistas foram perfundidas
nas células por 3 minutos antes da aplicacdo tépica dos hormdénios. No experimento com
toxina pertussis (PTX) os testiculos forma pré-incubados por 3 horas antes do estiramento dos

tubulos e procedimento eletrofisioldgico.
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3.2.1.4.  Calculo 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

eletrdmetro, cuja resisténcia era de 20x10°Q.

corrente (A- ampére)
V = voltagem (V- volts)

R= resisténcia (Q2- ohms)

LEI DE OHM:

I=VIR = V=1IxR

V = (0,5x10° A) x (20x10° Q)
V=10x10° 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. Calculo da Resisténcia da Membrana

A resisténcia da membrana (R) foi calculada utilizando-se a lei de Ohm como segue

abaixo:
| = corrente (A- ampere)
V = voltagem (V- volts)
R= resisténcia (Q2- ohms)
LEI DE OHM:

I=VIR = R=V/I

Resisténcia da membrana = Voltagem registrada no osciloscopio /

pulso de Corrente aplicado.

A voltagem registrada no osciloscopio relacionado ao valor de resisténcia corresponde
ao tracado vertical, obtido no registro do potencial de membrana da célula, em decorréncia 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 AMINOACIDOS E CAPTACAO DE Bca

3.2.2.1.  Transporte de Aminoacido (**C-MeAIB)

Apo6s o sacrificio dos animais, os testiculos foram imediatamente removidos por
incisdo abdominal, limpos pesados e decapsulados. As génadas 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
metabdlico Dubnoff, em temperatura de 34°C em ambiente gaseificado com carbogénio
(0,:COy, 95:5, viv), para a manutencdo do pH.

O periodo de incubacdo foi de 45 minutos na presenca de 3,7 kBq ou 0,2uCi de
[**C]MeAIB, com ou sem FSH ou IGF-I. Quando utilizado Wortmannin e PTX, estes foram
aplicados durante todo o periodo de pré-incubacdo e de incubacdo; JB1 e verapamil foram
aplicados 10 minutos antes da incubacéo e durante esta.

No fim dos experimentos de transporte de amino&cidos, os testiculos foram removidos
de seu meio de incubacdo, que é reservado, e o tecido foi armazenado em tubos com 1 ml de
agua destilada, posteriormente foram congelados e fervidos para alcancar o equilibrio da agua
com o conteldo intracelular do tecido. Aliquotas (0,1 ml) do liquido intracelular e do meio de
incubacdo foram colocadas em 2 ml de liquido Aquasol 2 Optiphase e a leitura foi feita em
um espectrémetro de cintilacdo LKB rack beta modelo 1215 (LKB-Producer AB, Bromma,
Suécia) para a contagem da radioatividade do [**C]MeAIB. A eficiéncia de contagem é de 85-
90%. Os resultados foram expressos pela razdo tecido/meio: com ml™ de tecido por com ml™

do meio de incubacéo.
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3.2.2.2. Captacdo de **Ca®"

Os testiculos foram limpos, pesados e decapsulados. As gdnadas foram colocadas em
tubos controle e experimental, alternadamente esquerda e direita, contendo 1mL de KRbDb
(Krebs Ringer bicarbonato). As gbnadas foram incubadas em um incubador metabdlico
Dubnoff, em temperatura de 34°C em ambiente gaseificado com carbogénio (O,:CO,, 95:5,
v/v), para a manutencdo do pH. O periodo de pré-incubagio era de 60 minutos em 800uL de
KRb com **Ca*" (4,44 KBq/20ng ou 0,2uCi) para alcancar o equilibrio intra e extracelular de
45C8.2+.

O perfodo de incubacéo foi de 2 minuto a partir da aplicacdo de KRb com **Ca*" com
ou sem FSH, IGF-I ou forscolina. Quando aplicados inibidores de eventos pos-receptor, estes
eram adicionados 10 minutos antes da incubagdo, com exce¢do de Wortmaninn e PTX, que
foram aplicados a partir do inicio do periodo de pré-incubacdo. Para finalizar a incubacéo foi
adicionado a cada tubo, 1 ml de cloreto de lantanio (LaCls) (10 mM) a 0°C , interrompendo o
fluxo de célcio na preparagdo (BATRA E SJOGREN, 1983). O sobrenadante foi preservado, e
os testiculos foram removidos para tubos com 1 ml de agua destilada. O tecido foi congelado
e posteriormente fervido para que houvesse extravasamento do meio interno para a agua
destilada. Aliquotas de 0,1ml foram retiradas de cada tubo (sobrenadante e meio interno) para
medida da radioatividade em liquido de Aquasol 2 Optiphase, procedendo-se a leitura em um
espectrometro de cintilagio LKB rack beta modelo 1215 (LKB-Producer AB, Bromma,
Suécia). A eficiéncia de contagem é de 85-90%. Os resultados foram expressos pela razéo

pmoles **Ca*’/ g de tecido.
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3.2.3. ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos de registro intracelular os tratamentos eram repetidos pelo menos
5 vezes. O numero de amostras por grupo era de no minimo 5 nos experimentos de transporte
de aminoacidos e de captagdo de **Ca®*" calculo amostral realizado com software Winpepi
versao 9, utilizando um poder amostral de 80% e um intervalo de confianca de 95%. Para a
analise estatistica foram utilizados o Teste-t de Student para comparacao entre dois grupos ou
ANOVA de uma ou duas vias, conforme o experimento, seguido do pos-teste de Bonferroni.
Foi utilizado o programa InStat, versdo 3.01,32 bit para Windows 95/NT, da (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). Os testes especificos utilizados em cada experimento

estdo citados nos resultados. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. ACAO DO FSH SOBRE A CAPTACAO DE “°CA** E SOBRE O TRANSPORTE DE

[**C]MEAIB , EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS (10-12 DIAS DE IDADE),
EXPERIMENTOS COM TESTICULOS INTEIROS.
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FIGURA 4.1: Acdo de FSH (4mU/mL) sobre a captacdo de **Ca** (pmoles de **Ca*'/g de
testiculo) em células de Sertoli, experimento realizado com testiculos inteiros de ratos
imaturos (10 dias de idade). (Teste t de Student *p<0,05; n=15)
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FIGURA 4.2: Acdo de FSH (4mlU/mL) sobre o transporte de [“C]MeAlB (relagdo
tecido/meio-T/M) em células de Sertoli de ratos imaturos (testiculos inteiros). (Teste t de
Student *p<0,05; n=30) (Wassermann et al, 1992b).

4.2. ACAO ELETROFISIOLOGICA DE FSH SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DAS
CELULAS DE SERTOLI

= FSH 4muU/2uL

T T T T T T
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FIGURA 4.3: Acdo Eletrofisiologica de FSH nas células de Sertoli de ratos imaturos
(Wassermann et al, 1992b).
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4.3. BLOQUEIO DOS CANAIS DE CALCIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM DO TIPO L (CAy1)
POR VERAPAMIL (100uM)

FSH estimula a captacdo de “°Ca®* em células de Sertoli de ratos imaturos, sendo esta
acao mediada por Cay;. O blogueio destes canais por verapamil inibe o estimulo de FSH neste
parametro, indicando que este subtipo de CCDV esta envolvido na acdo do FSH nas células
de Sertoli imaturas. Verapamil também atua sobre a acdo de FSH sobre o transporte de
[“C]MeAIB (Wassermann et al, 1992a) e sobre a resposta eletrofisiolégica despolarizante do

hormdnio (Wassermann et al, 1992b).
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FIGURA 4.4: Agdo FSH sobre a captacdo de “°Ca®* (pmoles “*Ca?*/g de testiculo) 4mU/mL,
em células de Sertoli, com e sem Verapamil 100uM, em experimentos com testiculos inteiros
de ratos imaturos (ANOVA de uma via *p<0,05; n=10)
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44.

ACAO DE TOXINA PERTUSSIS (PTX) SOBRE PARAMETROS ESTIMULADOS POR FSH

EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS (EXPERIMENTOS EM TESTICULOS
INTEIROS).

O efeito estimulatério de FSH sobre a captacdo de “*Ca®* foi anulado pela acéo de

PTX 250ng/mL (FIG 4.4.1A) e 1ug/mL (FIG 4.4.1B), apds 1 hora e 3 horas de incubacéo ,

respectivamente. Também ocorreu inibicdo por PTX (1upg/mL) sobre o transporte de

[**C]MeAIB, estimulado por FSH (FIG 4.4.2). Estes dados demonstram que a répida acéo de

FSH nestes parametros metabdlicos, é mediada por GPCR-Gi atraves da subunidade Gpy.

4.4.1. EsTimuLo Do FSH (4MIU/ML) SoBRE A CAPTACAO DE *Ca*, EM CELULAS DE

Captacao de *°ca®*
(pmoles de *°ca®'/g de

Captaco de *°ca®*
(pmoles de *°Ca®'/g de

SERTOLI DE RATOS IMATUROS, E INIBIDO NA PRESENGA DE TOXINA PERTUSSIS (PTX).
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FIGURA 4.5: Estimulo do FSH (4mIU/mL) sobre a captagdo de “°Ca?* (pmoles “*Ca®*/g de
testiculo), com e sem PTX. (A) PTX 250ng/ml, com pré-incubacdo de 1 hora com o
bloqueador, antes da incubacdo com hormonio (2 min.) (ANOVA de uma via *p<0,05; n=5).
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(B) PTX 1ug/mL, com pré-incubagdo de 3 horas com o bloqueador, antes da incubagdo com
hormdnio (2 min.) (ANOVA de uma via *p<0,05; n=10).

4.4.2. ESTiMULO DO FSH (4MU/ML) SoBRE O TRANSPORTE DE [**C] MEAIB E ANULADO NA
PRESENCA DE TOXINA PERTUSSIS (PTX) 1uG/ML.

4~ *
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3 =3 FSH (4muU/ml)
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s PTX+FSH
F 24
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Controle  FSH PTX PTX+FSH

FIGURA 4.6: Estimulo do FSH (4mlU/mL) sobre o transporte de [**C] MeAIB (relagdo
tecido/meio-T/M), em células de Sertoli (testiculos inteiros) de ratos imaturos (10-12 dias de
idade) com e sem a presenca da Toxina Pertussis 1pug/mL (PTX), adicionada na pré-
incubacdo, com tempo de 3 horas antes da incubagdo com hormonio. (ANOVA de uma via
*p<0,05; n=10).
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4.4.3. REGISTRO ELETROFISIOLOGICO DA ACAO DE PTX 1uG/ML (3 HORAS DE INCUBACAO)

SOBRE O PM DE CELULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS

FSH

FSH

B
10mv

10s

v

T

FIGURA 4.7: (A) Registro eletrofisiologico da resposta de FSH sobre o potencial de
membrana das células de Sertoli apds 3 horas de incubacdo em Krb-Ringer com Glicose
3mM e (B) Registro eletrofisioldgico da resposta de FSH sobre o potencial de membrana
das células de Sertoli apds 3 horas de incubagdo em Krb-Ringer com Glicose 3mM e
com PTX (1pg/mL).
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4.5. A ACAO DE FSH INDUZINDO O AUMENTO NA CAPTACAO DE ®CA* E O TRANSPORTE
DE [**C] MEAIB E INIBIDA PELO INIBIDOR DE PI3K, WORTMANNIN (100NM), EM
CELULAS DE SERTOLI (EM EXPERIMENTOS COM TESTICULOS INTEIROS).
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FIGURA 4.8: (A) O estimulo de FSH sobre a captacdo de **Ca”" (pmoles “*Ca?*/g de
testiculo) com e sem a presenca de Wortmannin (100nM), em testiculos inteiros.
(ANOVA de uma via *p<0,05 em relagdo ao controle; n=10). (B) Inibi¢do do estimulo
de FSH sobre o transporte de [**C]MeAIB (relacdo tecido/meio-T/M) por Wortmannin
(100nM), em testiculos inteiros. (ANOVA *p<0,05 em relacdo ao controle; #p<0,05
em relacdo a FSH; n=5).
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4.5.1. REGISTRO ELETROFISIOLOGICO DA ACAO DE WORTMANNIN (100NM) SOBRE O PM DAS
CELULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS E MODULANDO A RESPOSTA DE FSH SOBRE
PM DAS CELULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS
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FIGURA 4.9: (A) Wortmannin (100nM), aplicado topicamente 2 minutos antes da
aplicacdo topica de FSH (4mlIU),

A aplicacdo de wortmannin inibiu a resposta eletrofisiologica de FSH sobre o PM das
células de Sertoli de ratos imaturos (15 dias). (B) A¢do de Wortmannin (100nM) sobre
0 PM de células de Sertoli de ratos imaturos .

Ap0s a pré-incubacdo com o inibidor de PI3K, Wortmaninn (100nM), a administragdo
de FSH n&o causou aumento na captacio de “*Ca** nem no transporte de [*“C] MeAIB.
Estes dados demonstram que a acdo de FSH tanto na captacdo de *®Ca?* | quanto no

transporte de [**C] MeAlIB , através do sistema A sdo mediados por PI3K. A acdo
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eletrofisioldgica de wortmaninn ndo alterou o potencial de membrana, entretanto
inibiu a agdo FSH sobre a variagédo do PM.

46. AcAO DE IGF-l SOBRE MARCADORES DE ACAO HORMONAL EM TESTICULOS
INTEIROS.

4.6.1. AcAO DE IGF-l1 SoBRE A CAPTACAO DE **Ca? EM CELULAS DE SERTOLI, EM
EXPERIMENTOS COM TESTICULOS INTEIROS
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FIGURA 4.10: Acdo de IGF-I sobre a captacdo de “°Ca®* (pmoles de *Ca?*/g de testiculo) em
testiculos inteiros de ratos imaturos (10 dias de idade).(Teste t de Student *p<0,05 n=10).
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4.6.2. ACAO DE IGF-l SOBRE O TRANSPORTE DE [**C] MEAIB EM TESTICULOS INTEIROS
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FIGURA 4.11: Acdo de IGF-I sobre a captacdo de [**C] MeAIB com 5, 10, 25,50, 100ng/mL.
(Teste t de Student *p<0,05 em relagdo ao PM basal; n=10).
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4.6.3. ACAO ELETROFISIOLOGICA DE IGF-1 SoBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DE

CELULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS
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FIGURA 4.12: Acao eletrofisiolégica 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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47. AcAo DE JB1 SOBRE DE “Ca?" E 0 TRANSPORTE DE [**C] MEAIB MODULANDO A
ACAO DE IGF-I E FSH EM CELULAS DE SERTOLI

A captacdo de *Ca®" e o transporte de [**C] MeAIB estimulado por IGF-I foi inibido por
JB1,entretanto o blogueador de IGF-IR ndo bloqueou a acdo do FSH (FiG.4.7.1) indicando

uma dissociacdo entre a agdo do FSH da via autocrina de IGF-I.
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FIGURA 4.13: Acéo de JB1 sobre a captacdo de “Ca®* (pmoles de “*Ca®'/g de
testiculo) estimulada por FSH e IGF-I.
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4.8.  ADENILIL CICLASE NAO ESTA ENVOLVIDA NAS ACOES ESTIMULATORIAS DE FSH
SOBRE A NA CAPTACAO DE ¥°Ca?",
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FIGURA 4.14: Acdo de Forscolina (0,1uM) sobre a captacdo de *“Ca®* em testiculos
inteiros.
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FIGURA 4.15: Registro eletrofisioldgico da acdo 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)
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4.9. VARIACOES DO PM EM CELULAS DE SERTOLI NO PROCESSO DE SINALIZACAO DE
FSH.

4.9.1. AcAo0 ELETROFISIOLOGICA DE FSH EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS CoM 10, 15E
18 DIAS DE IDADE
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FIGURA 4.16: Resposta eletrofisiologica de FSH sobre o potencial de membrana (PM) de
ceélulas de Sertoli de ratos com diferentes idades. (ANOVA *p<0,05; n=5).
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4.9.2. DESSENSIBILIZAGAO NA RESPOSTA ELETROFISIOLOGICA DE FSH ATRAVES DE
ExPosICA0 Dos TUBULOS SEMINIFEROS A DOSES REPETIDAS DA GONADOTROFINA
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FIGURA 4.17: Registro eletrofisiologico demonstrando a dessensibilizacdo estimulada pela
aplicacdo de FSH em intervalos de tempos determinados;
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5. DISCUSSAO DE RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a modulacdo dos canais de calcio
dependentes de voltagem do tipo L (Ca,1) pelos receptores acoplados a proteina G (GPCR),

em células de Sertoli de ratos imaturos.

Uma vez ativado pelo FSH, o GPCR desacopla as subunidades Gai e Gfy, e este
dimero estimula, nesta fase de desenvolvimento celular, os Ca,; através do aumento da
atividade de PI3K (VIARD et al, 1999). Esta acdo do FSH foi inibida por verapamil

indicando que o estimulo do hormdnio ocorre via CCDV do tipo L (Cay,).

O mecanismo responsavel pelo efeito estimulatorio de Gi-GBy sobre a atividade dos
canais Ca,; foi analisado neste trabalho. Estudos similares demonstraram que a condutancia
através de Ca,; € ativada pela acdo de PI3K acoplada ao GPCR em outras células (VIARD et
al, 1999; VECCHIONE et al, 2005). Esta sinalizacdo, iniciada no GPCR, esta relacionada as
enzimas da classe IB de PI3K (PI3Ky), ativadas na presen¢a do dimero Gy (VIARD et al,

1999).

Diante destas evidéncias, e em razdo de observacOes anteriores, nas quais foi
verificado que FSH estimula o transporte de aminoécidos ([**C]MeAlB) de forma
independente da via Gas-AC-AMP (FiG 5.1) (IRUSTA E WASSERMANN, 1974; PEREZ-
SANCHES E WASSERMANN, 1981), além de saber que o transporte de [**C]MeAIB ocorre
de maneira associada a captacdo de “*Ca** (WASSERMANN et al, 1992a; WASSERMANN
et al, 1992b), restava determinar qual a via estimulada por FSH nestas acGes, nas céelulas de

Sertoli de ratos imaturos.
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FIGURA 5.1: Gréaficos comparativos da acdo de FSH e AMPc sobre a captacdo de
[**C]MeAIB (A) e Sintese protéica em ratos imaturos(B) (adaptado de IRUSTA E
WASSERMANN, 1974 & PEREZ-SANCHES E WASSERMANN, 1981).

144



Estudos em midcitos cardiacos e vasculares indicaram que os receptores Po-
adrenérgicos e AT, respectivamente, podem atuar através de diferentes isoformas de proteina
G associada ao GPCR, ou seja, um mesmo GPCR pode ter mais de um subtipo de proteina G
acoplada, sendo estas iguais ou ndo (XIAO et al, 1995, VECCHIONE et al, 2005,

WETTSCHURECK E OFFERMANS, 2005) (FIG 5.2).
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FIGURA 5.2: Papel da proteina G mediando funcbes atraves de receptores adrenérgicos e
muscarinicos com a presenca de subunidades diversas de proteina G (Gi e Gs). Gerando
multiplas acBes a partir da ligacdo do agonista. (Adaptado de WETTSCHURECK E
OFFERMANS, 2005).

E descrito por diversos autores, que ha evidéncias da presenca da subunidade Gai em
células de Sertoli de ratos (MONACO E CONTI, 1987, HUHTANIEMI et al, 1989) e de
hamsters (DAVENPORT E HEINDEL, 1987) isoladas, em cultura, bem como em tabulos
seminiferos inteiros (HUHTANIEMI et al, 1989), além da subunidade Gos ja bem descrita
(WALKER E CHENG, 2005). Também é descrito que em diferentes estagios do ciclo

seminifero, em ratos maduros sexualmente, ocorre a diminuicdo da sintese de AMPc através

145



da acdo do FSH (estagios VII-VIII) via Gai, o que ndo ocorre em outras fases do ciclo

epermatogénico.

Além de ser destacado na literatura (HUHTANIEMI et al, 1989), que a oscilacdo na
sintese de AMPc ndo se d4 por auséncia das subunidades Gas ou Gai, acopladas ao receptor
FSHR, mas ocorre através de outras vias regulatorias, as quais ndo eram conhecidas na época
do estudo (1989). Entre estes fatores regulatorios, incluem-se peptideos gonadais que
modulam a secrecdo e a acdo de FSH (inibina, ativina e folistatina) e isoformas de FSH com
diferentes padrdes de glicosilagdo, as quais possuem pontos isoelétricos diferenciados,

levando o horménio a apresentar agdes bioldgicas distintas (ULLOA-AGUIRRE et al,2007).

Com o objetivo de verificar se a proteina Gi, acoplada ao FSHR, estimulava a
captacdo de “°Ca?" (FiG 4.1) e o transporte de [“*C]MeAIB (FIG 4.2) em resposta a ligacéo de
FSH, foi utilizada toxina pertussis, que impede a dissociagdo das subunidade Gai-GPy
bloqueando a acdo a partir destas subunidades. Foi observado que FSH 4mU/mL tem seu
estimulo sobre a captacdo de “°Ca®* e sobre o transporte de [**C]MeAIB inibido na presenca
de PTX (250ng/mL e 1ug/mL) (FIG 4.5A, FIG 4.58B, FIG 4.5C). Também foi demonstrado que
PTX inibe a despolarizacdo evocada pelo hormonio (FIG 4.7). Resultados que evidenciam a

sinalizacdo de FSH através da subunidade GBy nos parametros metabolicos citados acima.

Para confirmar a dissociacéo da captacéo de *Ca®* e do transporte de [**C]MeAIB, da
via Gas/AC/AMPc nas células de Sertoli de ratos imaturos, foi utilizada forscolina (0,1uM),
um agonista da adenilil ciclase, que ndo estimulou a captacéo de “*Ca®* e apresentou somente
hiperpolarizacdo sobre o potencial de membrana destas células quando registrado quando
registrado seu perfil eletrofisiolégico (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 sinalizacdo do FSH depende do nimero de receptores presentes na
superficie da membrana, da concentracdo do horménio 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 interacdo com GPCR. Estes diferentes padrées do FSH podem atuar aumentando
ou diminuindo a concentracdo de AMPc intracelular, através do estimulo de Gas ou Gai,
respectivamente. Nestes estudos foi verificada somente a modulagdo do AMPc, utilizando

toxina colérica e toxina pertussis.

Grasso e Reichert (1989 e 1990) descrevem que FSH ndo atua no estimulo da captacao
de “°Ca®" através de Gs (utilizando toxina colérica), nem através de Gi (utilizando toxina
pertussis), entretanto seus achados sédo baseados em um protocolo no qual foi investigado o
efeito cronico do FSH. Estes autores utilizaram um periodo de 24 horas de incubagdo com
FSH em cultura de células de Sertoli isoladas, as quais foram testadas apos sete dias da

retirada dos ratos de 15 dias de idade (n=4).

NOs propusemos um protocolo para observar o efeito rapido do FSH em tubulos
inteiros, mantendo o microambiente tubular, sendo este protocolo desenhado para mimetizar o
efeito da gonadotrofina logo apds a interacdo com seu receptor, lembrando que a exposicéo
crbnica de FSH dessensibiliza a resposta ao horménio, através da internalizacdo 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 modulacdo de FSHR), onde em poucos segundos a presenca do hormonio altera o
potencial de membrana e em 2 minutos foi observado que FSH estimula a entrada de “*Ca®*
através de canal de Cay, e do transporte de [**C]MeAlIB, estes efeitos foram blogueados por

Verapamil, PTX e Wortmannin (Fig 4.4; FIG 4.5; FIG 4.6; FIG 4.8, respectivamente).
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A captacdo de *Ca®*, em células de Sertoli de ratos imaturos, também foi relatada por
Dahia e Rao (2006), onde estes pesquisadores observaram que em 2 minutos ocorre 0 maximo
da estimulacdo do FSH neste parametro, além de registrar que FSH estimula este mecanismo

em ratos imaturos e ndo em ratos adultos.

Foi demonstrado também que ocorre bloqueio da captacdo de *Ca?*, estimulada por
FSH (4mU/mL) na presenca de Verapamil (100uM) (FIG 4.4). Este dado se relaciona a
achados anteriores de nosso laboratorio, entre eles, experimentos demonstrando que a fase
despolarizante da resposta eletrofisioldgica bifésica, estimulada por FSH (FIG 4.3), também é
blogueada por Verapamil e é aumentada na presenca de MeAlB (WASSERMANN et al,
1992b) (FiG 5.3A), bem como o estimulo desta gonadotrofina no transporte de [*“C]MeAIB
(IRUSTA E WASSERMANN, 1974; PEREZ-SANCHEZ E WASSERMANN, 1981; CRUZ-
CURTE E WASSERMANN, 1985; WASSERMANN et al, 1992a). O transporte de
[**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 diminuicdo estatisticamente significativa na agédo de
FSH sobre estes pardmetros, apds 21 dias de idade dos animais (IRUSTA E
WASSERMANN, 1974; PEREZ-SANCHEZ E WASSERMANN, 1981; SPRITZERE

WASSERMANN, 1985) (FiG 5.3B).
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FIGURA 5.3: (A) Aumento da fase despolarizante da resposta eletrofisiologica de FSH

, ha presenca de MeAIB. (WASSERMANN et al, 1992a); (B) Perfil da acdo de FSH sobre o

transporte de [“*C]MeAIB em diferentes idades (PEREZ-SANCHEZ E WASSERMANN,

1981).

A sinalizagdo através de receptores de membrana com RTK e GPCR leva a ativacao

de PI3K, que atua fosforilando PIP2 & PIP3 O fosfoinisitideo formado (PIP3) estimula a

migracdo de PKB/Akt a membrana, onde fosforila seu dominio PH, o que torna esta cinase

suscetivel a ativacdo por PDK1 e TORC2 (DONG E LIU, 2005). Uma vez fosforilada em dois

dominios distintos, PKB/Akt pode atuar em varias vias, entre elas estimula a abertura de Cay;

(BOZULIC E HEMMINGS, 2009).
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O bloqueador de PI3K inespecifico, Wortmaninn (L00uM), inibiu o estimulo de FSH
sobre a captacéo de “*Ca*" e sobre o transporte de [*“C] MeAlB, de maneira significativa (FIG

4.8), além de inibir a resposta eletrofisiologica de FSH nestas células (FIG 4.9).

A enzima PI3K é comum a muitas rotas de sinalizacdo pds-receptores, entre elas as
rotas iniciadas por GPCR e por receptores tirosina cinase (RTK) (TOKER, 2002;
VECCHIONE et al, 2005). Contudo, a diferenciagdo destas a¢fes ocorre através do estimulo
de isoformas diferenciadas de PI3K, através de cada um dos receptores. Enquanto os RTK
estimulam PI3Ka e PI3KB (PI3K classe IA), os GPCR estimulam PI3Ky (PI3K classe IB)
(VECCHIONE, 2005). Ainda ndo é conhecida a relacdo entre isoformas de PI3K e isoformas
PKB/Akt, em relagdo a via de ativacdo (DOEPFNER, 2007; MORELLO et al, 2009).
Encontram-se diversos relatos destas associagcbes vinculadas a tecidos e situagdes
fisiopatoldgicas especificas, como em células tumorais (WANG E BASSON, 2007,
MORELLO et al, 2009). Estes mecanismos estdo 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
proliferacdo em diversas células, através de mecanismos fisioldgicos ou patolégicos

(MARONE et al, 2008; HIRSCH et al, 2009, MORELLO et al, 2009).

Da mesma forma, nés demonstramos que IGF-1 também estimula a captacéo de *°Ca*
e o transporte de [**C] MeAlIB (FiG 4.10 e FIG 4.11), além de provocar uma despolarizagio no
potencial de membrana da célula de Sertoli. Sabe-se que FSH estimula a sintese e a secrecéo
de IGF-I, nestas células, e IGF-I atua de forma autdcrina nas células de Sertoli, sendo este
processo mais evidente em ratos pré-puberes (MERONI et al, 2004, KHAN et al, 2002).
Desta forma, se estabeleceu uma questdo importante: o estimulo de FSH, sobre os parametros

hormonais citados, ocorre de forma dependente ou independente do estimulo de IGF-1?
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Para identificar se 0 mecanismo de FSH estava vinculado a sua agdo sobre a sintese de
IGF-1 nas celulas de Sertoli de ratos imaturos, foi utilizado um anélogo inativo de IGF-I, JB1
(1pg/mL), o qual obstrui o acesso do fator de crescimento a seu receptor cognato (IGF-IR).
N&o foram utilizados bloqueadores classicos de RTK, pois os mesmos inibem a
autofosforilacdo dos residuos de tirosina do receptor, além de exercer esta agdo em sitios de
fosforilacdo de outras proteinas (MURPHY et al, 1993, DEUTSCH et al, 2004, WEN et al,

2001).

Entre estes blogueadores classicos, esta a Genisteina (TAB.5.1). Dados da literatura
indicam que este blogueador parece ndo ser especifico em relagcdo ao RTK, pois é relatado em
experimentos em plaquetas, que este derivado de isoflavonas, bloqueia a fosforilagdo induzida
por fator ativador plagquetario (PAF) em proteinas com massa molecular entre 35-45kDa, faz
uma reducdo parcial nesta acdo em proteinas com massa molecular de 66-90kDa e afetam
pouco a fosforilagdo de proteinas 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
blogueador especifico de IGF-IR, tem sido relacionado a fosforilagdo de outras estruturas que
acolhem acdes de fosforilacdo em residuos de aminoacidos. Dados da literatura demonstram
que este bloqueador inibe a fosforilagio de PKB/Akt, de forma direta, inibindo sua
sinalizacdo subsequiente em células humanas de cancer de mama e em células de leucemia
mielbide cronica, respectivamente (DEUTSCH et al, 2004, WEN et al, 2001). Também ¢é
relatado que outro blogueador AG1478, inibidor de receptor tirosina cinase para EGF
(EGFR), pode ter agcdo em outras estruturas, sem alterar a fosforilagdo do receptor (TANG et
al, 2002). Neste trabalho, os autores relataram que acdo de carbacol, estimulando o receptor

muscarinico M3, em células de astrocitoma 1321N1, causa a fosforilacdo de Akt. Quando
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estas células sdo tratadas com AG1478 a fosforilacdo de Akt, induzida por carbacol, € inibida,
no entanto ao mesmo tempo nao é observada a fosforilacdo de EGFR nesta acdo, a qual ocorre

via GPCR (TANG et al, 2002).
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TABELA 5.1: Formulas estruturais de Genisteina, Tyrphostin AG1024 e Tyrphostin AG1478.
Blogueador IGF-IR Formula Quimica

GENISTEINA

AG1024 N

Br

HO

tBut

AG1478 /@\
HN G

Mel

Meld N

Em virtude destas dificuldades farmacoldgicas, optou-se por utilizar um bloqueador
analogo de IGF-1 (JB1), o qual interage com o sitio de ligacdo do receptor para o fator de
crescimento, impedindo a ligagdo de IGF-I, sem alterar o status de fosforilagdo do receptor.
(Pietrzkowski,1993). Observou-se em nossos experimentos que JB1, na concentracdo de
1ug/mL, blogueou o estimulo de IGF-I (100ng/mL) sobre a captacdo de *Ca®* (FiG 4.13),
entretanto ndo inibiu o estimulo de FSH (4mU/mL) sobre esta sinaliza¢do, demonstrando que
os efeitos de FSH e IGF-1 ocorrem através de vias independentes. Resultado semelhante foi

encontrado pelo grupo de Meroni e colaboradores (2004), onde FSH e IGF-I aumentaram 0s
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niveis de PKB, sendo que a utilizacdo de anticorpo monoclonal de IGF-1 bloqueou este

estimulo, apenas para a via sinalizada por IGF-1, ndo interferindo na acdo de FSH sobre PKB.

Estes dados evidenciam que FSH e IGF utilizam vias independentes que estimulam a
captacdo de *Ca* em testiculos de ratos imaturos (10-12 dias). Os mesmos horménios
demonstram um perfil eletrofisiolégico diferente, onde a aplicagdo de FSH hiperpolariza em
segundos 0 PM, e produz uma subsequente despolarizagdo prolongada (6min) (Wassermann,
1992a) (FIG 4.3), j& a aplicacdo de IGF-I produz uma despolarizacdo, a qual apresenta um
periodo em torno de 6 minutos (FIG 4.12). Hé vérias décadas, 0 aumento de Ca*" estimulado
por FSH em células de Sertoli, tem sido uma incdgnita. Muitos pesquisadores tém dedicado
seus estudos com o objetivo de desvelar esta via hormonal. Entretanto, no decorrer do tempo,
dificuldades técnicas no manejo desta célula aliadas a evolucdo 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 consolidacdo de alguns paradigmas
bioquimicos, principalmente no que diz respeito a célula de Sertoli. Os mecanismos
bioquimico-fisioldgicos evoluem, as técnicas desenvolvidas para desvenda-los também
evoluem. Entdo, 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 dissonancia com o descrito na literatura. Observa-se, nos artigos relacionados a
célula de Sertoli e a acdo do FSH na mesma, tentativas de enquadrar os resultados obtidos
dentro de certo padrdo. Observando os resultados deste trabalho e a diversidade de
combinagBes possiveis através de inimeras isoformas de proteina G; PI3K, PKB/AKkt, e ainda
relacionando aos diferentes padrbes de glicosilacdo de FSH, secretado em diferentes
momentos relacionados a variacdo de idade e/ou perfil hormonal, além das modificacGes

celulares que ocorrem em resposta a diferentes estados nutricionais e metabdlicos, tem-se uma
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idéia de qudao ampla e diversa pode ser esta sinaliza¢cdo, chamada por muitos de sinalizacdo

pleiotropica.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Com o intuito de contribuir nesta pléiade de informagdes, propomos que FSH atue de
maneiras diferenciadas, de acordo com a variacdo etaria, em células de Sertoli. Em ratos
imaturos (10-15 dias), FSH estimula, rapidamente (segundos a minutos), a captagdo de *Ca**
e o transporte de [**C]MeAlIB. Estas acBes foram bloqueadas por PTX, o que indica a
participacdo da subunidade GBy da proteina Gi nestas agdes do hormonio. Esta hipotese foi
corroborada pelo resultado que demonstra que forscolina (que estimula AC através da

ativacdo de Gas) ndo influencia na captacdo de *>Ca*" nesta células imaturas.

Quando as agdes estudadas de FSH foram inibidas por Wortmannin, foi demonstrando
que a proteina Gy atua via PI3K. Também foi demonstrado que na presenca de Verapamil a
captacdo de *°Ca?" | estimulada por FSH é bloqueada, o que demonstra que o Cay; é 0 alvo
desta sinalizacdo. Da mesma forma, o transporte de [“C]MeAlB, que est4 associado &
captacdo de **Ca*", foi inibido pelas mesmas ferramentas farmacoldgicas neste e em trabalhos

anteriores (Wassermann, 1992a).

Também é importante ressaltar a complexa relagdo paracrina do FSH e outras
moléculas. Neste trabalho, demonstramos a relacdo entre FSH e IGF-I agindo de forma
cooperativa, nas acdes estudadas, ambos estimulam a captacdo de “>Ca*" e o transporte de
[**C]MeAIB, mas os mecanismos de cada horménio ocorrem através de vias diferentes e
independentes. O que j& foi demonstrado por outros autores em parametros diferentes do

avaliados por nés (MERONI et al, 2004 , KHAN et al, 2002).
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Estas a¢des do FSH e IGF-1 diminuem com o avango da puberdade (VILLALPANDO
et al, 2008, KHAN et al, 2002). IGF-I diminui sua a¢do, bem como a expressdo de seus
receptores aparecem reduzidas, apés 21 dias (HANSSON et al, 1989). Entretanto FSH
continua atuando em outros parametros apds a puberdade, como na sintese de algumas
proteinas e fatores importantes ao desenvolvimento da espermatogénese, o que demonstra
uma dicotomia entre as funcBes proliferativas do FSH e suas fungdes na manutencdo da

espematogénese.

Os resultados aqui discutidos permitem visualizar a possibilidade de que 0 mecanismo
envolvido nas acgdes rapidas de FSH, em célula de Sertoli em ratos durante a fase

proliferativa, seja mediado pela via Gi/Gfy/PI3Ky/PIP3/PKB-Akt/Cavl.

Entender como ocorre esta conversao, na célula de Sertoli, de imatura a madura, tanto
na regulacdo de secrecao de isoformas de FSH na hipofise, na interacdo destas com o FSHR,
bem como nos mecanismo intracelulares sinalizados em cada fase de desenvolvimento, sdo

pontos a serem estudados.

Citando Enrico Sertoli , em 1865, “Eu ndo acredito que as células ramificadas sejam
destinadas a producédo dos espermatozdides, entretanto ndo € possivel negar categoricamente,
mas eu penso que a funcdo das células ramificadas estda ligada a formacdo dos

espermatozoéides.” (SERTOLI, 1865).
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FIGURA 6.1: Esquema hipotético da sinalizacdo do FSH e IGF-I nas células de Sertoli de ratos
imaturos, indicando os locais de bloqueios farmacoldgicos, bem como os bloqueadores
utilizados para modular as acdes de FSH e IGF-I em células de Sertoli de ratos imaturos.

Il. ADDENDUM

No transcorrer do desenvolvimento do trabalho de pesquisa, encontramos resultados
que, a primeira vista, ndo tinham uma explicagdo aparente, ou em virtude de caréncias

tecnoldgicas ou em decorréncia do status cientifico 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 farmacolodgicas, as quais sdo agonistas ou antagonistas de receptores, enzimas e
canais ionicos. Entretanto, a ativacdo de mecanismos, vinculados a estas estruturas, sdo
muitas vezes semelhantes. O que nos leva a questdo inicial, ou seja, a utilizacdo de
ferramentas experimentais, pode em algum grau modular agdes diversas das desejadas,
produzindo resultados ndo esperados, dependendo do modelo experimental e do tecido
estudado. Em uma exemplificacdo mais ampla, podemos relacionar estes resultados paralelos,

como os efeitos adversos de varios farmacos.

157



Neste contexto, em razdo de ser a pesquisa a busca da verdade, e segundo Claude
Bernard (1865) “Teorias nada mais sdo que verdades parciais e temporarias que
necessitamos, como etapas, na investigagdo o progresso...O essencial principio da
experimentacdo estd, portanto, na ddvida, aquela duvida filosofal que permite ao espirito
liberdade e iniciativa...”, observamos alguns resultados, 0s quais apresentaremos e

discutiremos nesta secéo.
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IA. ACAO PARADOXAL DE BLOQUEADORES DE CANAIS DE CA2+ DEPENDENTES DE
VOLTAGEM DO TIPO L.

FSH estimula o transporte de aminoacidos [**C]MeAIB de forma independente da via
Gas-AC-AMP (FIc 5.1) (IRUSTA E WASSERMANN, 1974; PEREZ-SANCHES E
WASSERMANN, 1981), estando associado & captacdo de *Ca®*. Em nosso protocolo
experimental foi observado o efeito de membrana do FSH (através da modulacéo de FSHR),
onde em poucos segundos altera o potencial de membrana de maneira bifasica, e é observado,
em 2 minutos, o estimulo da entrada de **Ca®" através de canal de Cay;,. Ambos 0s transportes
(**Ca® e [**C]MeAIB) foram bloqueados por PTX, Wortmannin e Verapamil em células de

Sertoli imaturas.

No desenvolvimento do trabalho, foram utilizados outros bloqueadores de canais Cay;,
como as DHP (nimodipina e nifedipina). Entretanto, o que era observado transcendia a l6gica,
naquele momento. Estes bloqueadores sdo utilizados na clinica como antihipertensivos,
atuando em canais de calcio de midcitos cardiacos e vasculares. Nestas células, o bloqueio
dos canais leva a um relaxamento pela diminuicdo de Calcio intracelular, sendo esta acdo
dependente da dose. Em células de Sertoli a utilizacdo de DHP, bloqueador de Ca,;(CCDV

do tipo L), aumentou o transporte de [**C]MeAIB, da mesma forma que despolariza 0 PM.

159



* * — 1 Controle
T I FSH (4mU/ml)
_ 1 Nimodipina (1puM)
s FSH+Nimodipina
= 1
0

Controle FSH N FSH+N

FIGURA IA: Acéo da Nimodipina (1uM) sobre o transporte de [**C]MeAIB (relacido

tecido/meio-T/M) estimulado por FSH (4mU/mL).(ANOVA *p<0,05; **p<0,01 n=20).
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FIGURA I1A: A¢do da Nimodipina (100uM e 5uM) sobre o potencial de membrana da
célula de Sertoli e modulando a resposta de FSH (4mU/2uL).(Teste t de Student*p<0,05;

n=10).

Para entender como um bloqueador de Ca,; apresenta um efeito paradoxal, ou seja,
diferente de outros blogueadores, como o verapamil, para a mesma a¢do em células de Sertoli
(WASSERMANN E LOSS, 1989), buscou-se na literatura relatos de outras ages destas
estruturas. Entre os relatos, destaca-se um (SWEENEY E DOLPHIN, 1992) onde é
demonstrado que os farmacos (DHP) que modulam a probabilidade de abertura dos CCDV (
agonistas e antagonistas) também podem atuar em locais distintos dos citados, gerando acGes

muitas vezes inesperadas, de acordo com o tecido estudado.

Sweeney e Dolphin (1992) relataram que agonistas e antagonistas podem interferir na
acdo de GTPase relacionada a proteina Go/i onde, de forma dependente da dose, estas drogas
aumentam 0 Vs € diminuem o Ky, deste tipo enziméatico, em membranas de neurénios de
cortex frontal. Segundo os autores, esta agdo seria inibida por PTX. A acdo de estimulo de

GTPase é semelhante tanto para 0s agonistas com para 0s antagonistas testados, pois sdo
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muito parecidos estruturalmente, sendo maior em doses maiores, principalmente para o

antagonistas.

Entdo, o que podemos estar observando é uma acdo de estimulo de GTPase das DHP
relacionada a dose utilizada , utilizamos 1, 5 e 100uM. No artigo, os autores relatam que a
dose de 0,3 do antagonista utilizado foi o valor onde ndo houve o estimulo da atividade

GTPase.

Também é relatado na literatura que verapamil, uma fenilalquilamina, inibe a
fosforilagdo de PKB/AKt na serina 473, necessaria a sinalizacdo desta cinase. Esta acdo é
induzida por insulina e IGF-1 através de seu receptor cognato (IR, IGF-IR), PI3Ka ou B. O
mecanismo estudado baseou-se na relacdo de inducédo de toxicidade por verapamil em altas
doses, acdo revertida por insulina atraves da competicdo pelo sitio de fosforilacdo de

PKB/Akt (BECHTEL et al, 2008).
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I1A. ACAO DE BLOQUEADORES DA ATIVIDADE TIROSINA CINASE

Thyrphostin AG1024 (TAB.5.1) foi desenvolvido como bloqueador especifico de IGF-IR,
tem sido relacionado a fosforilagdo de outras estruturas que acolhem ag6es de fosforilagdo
em residuos de aminoacidos. Alguns pesquisadores demonstraram que este blogueador
inibe a fosforilagdo de PKB/Akt, de forma direta, inibindo sua sinalizagéo subseqliente em
celulas humanas de céncer de mama e em células de leucemia mieldide cronica,
respectivamente (DEUTSCH et al, 2004, WEN et al, 2001). A¢do semelhante também foi
relatada para outro bloqueador AG1478, inibidor de receptor tirosina cinase para EGF
(EGFR), pode ter agdo em outras estruturas, sem alterar a fosforilagéo do receptor (TANG
et al, 2002). Neste trabalho, os autores relataram que acdo de carbacol, estimulando o
receptor muscarinico M3, em células de astrocitoma 1321N1, causa a fosforilagdo de Akt.
Quando estas células sdo tratadas com AG1478 a fosforilagdo de Akt, induzida por
carbacol, é inibida, no entanto a0 mesmo tempo néo € observada a fosforilagdo de EGFR

nesta agdo, a qual ocorre via GPCR (TANG et al, 2002).

Observamos que o blogueador Thyrphostin AG1024 inibiu o transporte de
[**C]MeAIB estimulado por FSH, acdo diferente da observada quando utilizado um
bloqueador analogo inativo de IGF-I (JB1) (PIETRZKOWSKI et al, 1992; PIETRZKOWSKI
et al, 1993), o qual ndo atua inibindo os sitios de fosforilacdo do receptor. Descrevemos que
FSH atua em células de Sertoli de ratos imaturos, através da via Gi/Gfy/PI3Ky/PIP3/PKB-
Akt/Ca,,, entdo o resultado encontrado com Thyrphostin AG1024 pode ser um indicativo da

acdo de Akt sobre os Cay;.
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FIGURA 111A: Agédo de Thyrphostin AG1024 sobre a acdo de FSH (4mIU/mL no

transporte de [““C]MeAIB (relacdo tecido/meio-T/M). (ANOVA *p<0,05 em relagdo ao
controle e **p<0,01 em relagédo ao controle n=10 por grupo).

I11A. ACAO 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 interacdo de seus centros cataliticos C1 e C2.
Estudos sobre a estrutura da adenilil ciclase, utilizando técnicas de mutagénese, mostraram
que o local de ligacdo da subunidade Gos esta no lado oposto ao local de ligagdo da
subunidade Gai (DESSAUER et al, 1998). Para entender a regulacdo desta enzima é
importante conhecer sua estrutura secundaria e terciaria, sdo descritos dois sitios cataliticos
C1 e C2, sendo que forscolina e andlogos ATP (ATP, APMC e inibidores Gas) ligam-Se na
interface entre os dois dominios, aumentando ou diminuindo a afinidade das mesmas. A
subunidade Gas liga-se no dominio C1, e a subunidade Gai diminui a intera¢do entre os dois
sitios cataliticos, 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** Calmodulina, a subunidade GPy (atuando de forma
estimulatoria ou inibitoria), RGS, modificacbes pds-translacionais como fosforilages ou a

presenca de miristoilagdes (SUNAHARA E TAUSSIG, 2002).

Foi utilizado o bloqueador de adenilil ciclase para ratificar a acdo de FSH sobre a
captacdo de *Ca*" | ja demonstrado pela utilizagdo de forscolina , neste trabalho, e sobre o
transporte de[*"C]MeAlIB, esta Gltima acdo ja 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 estimulo per se sobre a captagdo de “Ca?*, embora esta acdo ndo tenha sido refletida no

transporte de [“*C]MeAIB (Fic 3A), e o antagonista de AC ndo tenha blogueado a acdo de

FSH sobre estes parametros.
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FIGURA IVA: Acéo de SQ 22536 (100pM) sobre o transporte de [**C]MeAIB e sobre

a captacdo de *°Ca®" na presenca e auséncia de FSH (4m1U/mL). (ANOVA *p<0,05, n=5).

Alguns autores descreveram acdo semelhante em outros modelos experimentais,
Mittra e Bourreau (2005), observaram que SQ 22536 (9-(Tetrahidro-2-furanil)-9H-purina-6-
amina) inibiu o efeito inotropico positivo de adrenomedulina, potencializando o efeito
inotropico negativo, sendo esta acdo sensivel a PTX, ou seja via Gi, sugerindo que além de
inibir a adenilil ciclase, SQ 22536 possa estimular Gi estimulando , neste modelo a reducao de

AMPc , através de Gai.

Weinryb e Michel (1974) e Haslam e colaboradores (1978), descreveram observacdes
semelhantes, demonstrando que SQ 22536 inibe a agregacdo plaquetaria de maneira nao
competitiva, reduzindo a acdo da adenilil ciclase, sendo esta acdo relacionada MgATP.
Entretanto, neste periodo ainda ndo havia sido descrita a estrutura como Rodopsina, para
proteina G, 0 que ocorreu em no inicio da década de1980 (OVCHINNIKOV et al, 1982),
além de outros subtipos desta estrutura, como a descricdo da proteina 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

166



descreveram que SQ 22536 reduz a atividade de AC, a0 mesmo tempo em que produz um
aumento nas concentragdes de GTP, Mg2+ e Mn2+. Esta agao reduziu o efeito de adrenalina,

noradrenalina, isoproterenol e fenilefrina sobre AC em hepatdcitos de ratos e peixes.

A acdo de SQ 22536 é proxima a acdo da subunidade Goi na inibicdo da interagdo
entre os sitios cataliticos de AC, resultando na reducdo da concentracdo de AMPc. Entretanto
o estimulo de Gi , que resulta na dissociagdo de Gai e GBy de alguma forma pode estar sendo
mimetizado pelo antagonista, pois o transporte de [**C]MeAIB, que é independente da
modulacdo de AC por FSH, foi estimulado por SQ 22536. Logo , este inibidor pode estar
atuando também na dissociagdo das subunidades de Gi, mas esta é uma especulagdo que

necessita ser explorada.

Todas as acdes descritas neste capitulo sdo curiosidades cientificas observadas através
da utilizacdo de ferramentas farmacolodgicas, as quais demonstraram diferentes vias daquelas
idealizadas para as estruturas em questdo. Estes dados nos chamam a atencdo sobre a questao
da interpretacdo dos dados, através de tentativas de aproximacao e extrapolacdo laboratorial,
das quais lancamos mao para descrever mecanismos bioldgicos complexos. Nesta situacao
simplificada, eliminamos varidveis para conseguirmos um resultado conclusivo, entretanto
devemos ter sempre em mente que a razdo destas aproximacOes experimentais reside em
descrever processos bioldgicos que ndo sdo de todo desvendados ou conhecidos. Entéo,
qualquer dado, quando repetido dentro do rigor cientifico adequado, deve ser levado em
consideragcdo, mesmo que ndo satisfaca as expectativas do pesquisador. A partir deste

principio estaremos em contato com a busca da verdade cientifica.
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