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RESUMO

A regulacdo do processo de maturacdo e manutencdo do metabolismo das
células de Sertoli € fundamental para a promocéo adequada da fertilidade masculina.
Além dos horménios andrégenos, com a testosterona (T), os retindides possuem
papel fundamental na regulacdo e manutencdo da espermatogénese. Sabe-se que
além dos efeitos individuais, os retindides interagem com outros hormonios,
modulando suas acles. Este trabalho teve como objetivos estudar as possiveis
interacOes nas vias de sinalizacdo do retinol e da T em rapidas respostas mediadas
pela membrana plasmatica, verificando a influéncia destes horménios sobre o influxo
de célcio, analisando a influéncia dos canais de calcio dependentes de voltagem do
tipo L (CCDV-L) e dos canais de potassio dependentes de voltagem (Kv) em testiculos
de ratos imaturos de 10 dias de idade. Também foi objetivo deste trabalho analisar a
resposta eletrofisiologica destes horménios em cultura priméria de células de Sertoli.
Na técnica de influxo de célcio foi realizada curva de dose-resposta, onde os tecidos
foram tratados com retinol ou testosterona, por 2 minutos, nas concentracdes 1012,
10° e 10° M e 10° e 10® M, respectivamente. Apos definido a concentracédo para os
demais experimentos, foi analisado a interacdo entre estes dois hormonios. Em
seguida foi verificada a influéncia dos canais CCDV-L e Ky, através da utilizacdo dos
bloqueadores nifedipina e cloreto de tetraetiiambnio (TEA), respectivamente.
Também foi realizada a técnica de eletrofisiologia Patch Clamp em whole cell onde
foi analisada a atividade das correntes de potassio através da acdo ndo classica

destes hormonios.

Concluimos que o retinol estimula o influxo de calcio em testiculos de ratos
imaturos. Este efeito estimulatorio ocorre através dos CCDV-L e em parte através dos
canais Kv. A T também estimula o influxo de calcio em testiculos de ratos imaturos.
Este efeito estimulatério ocorre através dos canais Kv e em parte através dos CCDV-
L. Além disso, o retinol e a T estimulam as correntes do ion potassio através da
abertura dos canais de Kvdas células de Sertoli imaturas de cultura primaria. O retinol
e a T interagem entre si, agindo de forma sinérgica, estimulando ainda mais o influxo
de calcio quando aplicados simultaneamente, demonstrando que sua acgdo €
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desencadeada pela abertura de diferentes tipos de canais iGnicos.
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INTRODUCAO

1.1. Aparelho Reprodutor Masculino

O sistema reprodutor masculino é composto por um par de testiculos,
glandulas acessorias, sendo elas vesiculas seminais, prostata e glandulas
bulbouretrais e pelo pénis. Nos testiculos ocorre a espermatogénese e a producao de
horménios sexuais esterdides; cada testiculo possui um sistema de ductos
(epididimo, canal deferente, uretra). Nestes ductos ocorre a maturacao, circulacéo e
liberacdo de espermatozoides (FAWCETT, 1993).

1.1.1. Testiculo

O testiculo € um 6rgdo complexo formado por tecido enddcrino-responsivo
(SKINNER; GRISWOLD, 1982) que possui duas funcdes essenciais para a
reproducdo masculina: a producdo de gametas (espermatogénese e
espermiogénese) e a producdo de horménios esteroides e proteicos (GOODMAN,
2009). Os testiculos requerem interacdes célula-célula para a manutencéo e controle
do crescimento e diferenciacdo celular e tém suas fungbes controladas pelas
gonadotrofinas e outros fatores sintetizados localmente, como esterdides, fatores de
crescimento e citocinas (BOURGUIBA et al., 2003; CARREAU; HESS, 2010; SAEZ,
1994).

Os testiculos podem ser divididos funcional e anatomicamente em tecido
intersticial e tabulos seminiferos. Como pode ser observado na Figura 1, o tecido
intersticial esta localizado entre os tubulos seminiferos e é constituido por tecido
conjuntivo frouxo, vasos sanguineos e linfaticos, fibras nervosas e células de Leydig,
que sao responsaveis pela sintese de testosterona (O'DONNELL et al., 2006; REY,
1999). Os tubulos seminiferos sdo considerados a unidade funcional do testiculo e
sao responsaveis pela producéo dos gametas. Sao constituidos por células de Sertoli
e pelas células germinativas, que por meiose se diferenciam em espermatozoides
(FAWCETT, 1993). As células de Sertoli possuem importante papel no
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desenvolvimento funcional do testiculo, sendo assim consideradas o principal
componente estrutural do tecido (RATO et al.,, 2012). O epitélio dos tubulos
seminiferos possui também células peritubulares que ficam em contato com as
células de Sertoli (BELLVE et al., 1977; KRAWETZ; DE ROOIJ; HEDGER, 20009).

Epididimo

. Testiculo

Tabulos

Seminiferos

Canal
Deferente

Eritrdcitos

/o \ \ \_

.~ Células

de Sertoli
Membrana

basal Alongadas ?3 5 %
Espermatides '

Redondas F Q ‘Q‘ — ‘

‘ Secundario @ e}

Espermatdcitos

\ Primario O O

\

Membrana basal Espe,mg,’t'ogénia Células de Sertoli
Figura 1: Representac&o do testiculo e tubulos seminiferos. Ao centro destaque para a divisdo entre o

espaco intersticial, onde se encontram as células de Leydig e os tubulos seminiferos, representados em
corte transversal, mostrando as células de Sertoli (verde claro) e germinativas (verde escuro). A direita,
representacdo das células de Sertoli e o processo de espermatogénese. Adaptado de Redgrove e
McLauchlin(2014).

1.1.1.1. Células de Sertoli

As células de Sertoli, Figura 2, séo células grandes, de formato colunar, que
se estendem da lamina basal do tubulo seminifero até o limen do mesmo. Além de
produzirem horménios como a inibina e o estradiol, também fornecem fatores
necessarios para o metabolismo das células germinativas, como lactato, transferrina
e proteina ligadora de andrégeno. As células de Sertoli também s&o responsaveis
pela producéo de diversos fatores de crescimento (fator de célula tronco, fatores de
transformacdo de crescimento alfa e beta (TGFa e TGFp), fator de crescimento
semelhante ainsulina-I (IGF-1))(SKINNER, M. K.; GRISWOLD, 2005). Sua Iocalizalgséo



permite receber, integrar e emitir para/ou do compartimento extratubular todos os
sinais requeridos para 0 processo espermatogénico. Também possuem acao
fagocitaria de células germinativas em degeneracdo e corpos residuais, liberam
espermatides na espermiacao, produzem proteinas que regulam e/ou respondem a
liberacdo de hormdnios hipofisarios e que influenciam a atividade mitotica das
espermatogonias (SOFIKITIS et al., 2008)

Jungdes
Membrana basal ocludentes Ponte
9 / > i
\\ ». / //"c:toplasmatlca
Células Peritubular - {/
\ ’ o VJ /’
(e )) 2/
) @ o
Célula de

Sertoli

<
> (2 \Z A~/
/ L0 - ) % /;\ N F ™=
// ) ? Pt / /" \
/ ﬁ J li/

Corpo residual

/ . [/
/’/ / 7/ Espermatides
Espermatogbnias / / (redondas e alongadas)
/)
/ Espermatdcitos

J

://

/
Espermatogonia

Figura 2: Representacao da célula de Sertoli e a espermatogénese. Adaptado de Krawetz; De Ro0ij;
Hedger(2009).

A fase proliferativa das células de Sertoli se inicia antes do nascimento e
prossegue até aproximadamente a terceira semana pdés-natal, em ratos, quando
passam de células fetais a células adultas, em um processo chamado de maturacéo
(SHARPE et al., 2003). Ao final deste processo a célula perde o potencial de
proliferagcdo ao mesmo tempo em que ocorre a ativacao de varias funcdes necessarias
para a manutencdo e suporte da espematogénese, aléem disso, ocorre o inicio das
divisGes meidticas das células germinativas que dara origem aos espermatozoides e
também ocorre formagdo da barreira hematotesticular (BHT), que é formada por
juncdes ocludentes entre as células de Sertoli maduras adjacentes, proximo a lamina

basal. A BHT age como uma barreira fisica, imunolégica e fisiologica, controlangp o



fluxo de moléculas, nutrientes, células do sistema imune e citocinas entre 0s
compartimentos basal e luminal do tibulo seminifero (PETERSEN; SODER, 2006;
RATO et al., 2012).

A regulacdo das células de Sertoli ocorre por diversos fatores, sendo eles
fatores hormonais e paracrinos. Entre eles, atuam nas Sertoli o hormonio foliculo
estimulante (FSH), testosterona, hormonios tireoidianos, prolactina, retinol, vitamina
D, estrogénio, fatores de crescimento, como o IGF-1, inibina B, insulina e citocinas
inflamatorias (IL-1a, IL-1B, TNF-a e IL-6) (ESCOTT et al., 2014; ESKILD et al., 1991;
SANBORN et al., 1977; SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002; SKINNER;
GRISWOLD, 1982). Varios destes hormonios agem regulando funcdes celulares
como secrecao, proliferacdo, diferenciacdo e atividade enzimatica (ESCOTT; DA
ROSA; LOSS, 2014; PETERSEN; SODER, 2006; SHARPE et al., 2003).

Entender a regulacdo do processo de maturacéo e do metabolismo das células
de Sertoli é fundamental para a promoc¢éo adequada da fertilidade masculina, uma
vez que cada célula de Sertoli possui a capacidade de fornecer suporte a um nimero
limitado de células germinativas (PETERSEN; SODER, 2006; SHARPE et al., 2003;
SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002). E fundamental que o animal se mantenha
imaturo pelo tempo necessario para que as ceélulas de Sertoli proliferem
adequadamente e amadurecam, sendo capazes de, entdo, fornecer suporte

adequado a espermatogénese (SIMONETTI, 2017).

1.2.Regulacdo hormonal das células de Sertoli

A regulacdo hormonal das células de Sertoli ocorre através de uma interacédo
complexa dos sinais endocrinos e paracrinos, sendo regulado principalmente pelo
eixo hipotalamo-hipéfise-testiculo, onde o hipotalamo produz o hormdnio liberadorde
gonadotrofina (GnRH) que age na hipoéfise estimulando a liberacdo dos horménios
FSH e luteinizante (LH) (COUNIS et al., 2005), agindo diretamente ou indiretamente
sobre as células de Sertoli atuando na modulagao do processo espermatogénico.

A regulacdo enddcrina ocorre atraves da interagdo de diversos hormonios, sendo o
FSH o hormoénio que exerce maior acao regulatoria nas células de Sertoli, pois nos

testiculos, o receptor responsivo ao FSH é expresso somente neste tipo celular
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(BOITANI et al., 1995; PETERSEN et al., 2001). O FSH estimula a atividade da
aromatase bem como a producdo de inibina, lactato e receptores de androgenos
(BICSAK et al., 1987; MITA; PRICE; HALL, 1982; SKINNER; SCHLITZ; TANANIS
ANTHONY, 1989; VERHOEVEN; CAILLEAU, 1988). No animal imaturo o FSH tem
papel fundamental na proliferacdo das células de Sertoli (SHARPE et al., 2003),
enquanto que no animal adulto este horm6nio é fundamental para a sustentacdo do
processo de espermatogénese sendo necessario para a maturacdo das células
germinativas (SHARPE et al., 2003). As células de Sertoli também sofrem acdes
regulatorias de outros horménios, como a prolactina, horménio do crescimento e os
horménios tireoidianos (MENEGAZ et al., 2006, PETERSEN; SODER, 2006;
ZANATTA et al., 2013a, 2013b).

Por outro lado a regulacdo paracrina se da em grande parte através da
estimulacdo do hormonio hipofisario LH que se liga aos receptores de membrana nas
células de Leydig estimulando a producdo de T que, por mecanismos paracrinos,
modula acdes nas células de Sertoli ( WALKER; CHENG, 2005) modulando também
a maturacao das células germinativas. O retinol também atua nas células de Sertoli
modulando o processo da espermatogénese bem como o processo de maturacao e
proliferacéo destas células (GHYSELINCK et al., 2006; LIVERA, 2002).

Visto que grande parte dos hormdnios interagem entre si, € necessario
entender quais 0s mecanismos utilizados nesta interferéncia de resposta. Sabe-se
gue o retinol modula a resposta do FSH, bem como a expressédo de receptores de
andrégenos e secrecdo basal de testosterona (APPLING; CHYTIL, 1981; GALDIERI;
CAPORALE; ADAMO, 1986; GALDIERI; NISTICO, 1994). Apoiado nessas
observacdes, faz-se necessario entender as intera¢cdes dos horménios quando atuam
em conjunto, buscando entender esse processo complexo de modulacdo da
proliferacdo, maturacdo e metabolismo das células de Sertoli, para entdo entender a

modulacdo da espermatogénese.

1.2.1 Retinol

Os retindides s&o substancias derivadas de vitamina A, que possuem papel
fundamental na viséo e no crescimento e diferenciagdo de varios tipos celulares. Além
18



disso, sdo importantes no processo de embriogénese, espermatogénese e na
regulacéo da funcao testicular (GHYSELINCK et al., 2006; LIVERA, 2002; RIANCHO

et al.,, 2016). J4 € sabido que a hipervitaminose A causa lesdes testiculares e
desordens espermatogénicas (LAMANO CARVALHO et al., 1978). Por outro lado, a
deficiéncia de vitamina A induz ao término precoce da espermatogénese (SKINNER,
1991; WOLBACH; HOWE, 1925), provocando a degeneracdo das células
germinativas meidticas (MORALES; GRISWOLD, 1987; THOMPSON; HOWELL;
PITT, 1964) e diminuindo a secrecdo basal de testosterona em ratos adultos
(APPLING; CHYTIL, 1981).

O retinol circula no sangue ligado a proteina de ligacdo de retinol-4 (PLR4)
que, por sua vez, se associa com a proteina transtirretina (TTR) para formar o
complexo retinol-PLR4-TTR (NOY, 2016) para entdo promover captacao do retinol
nas células-alvo e gerar a resposta biolégica. Além deste complexo proteico, a acédo
dos retindides nas células-alvo depende da presenca de uma via metabdlica para
retindides, da presenca da proteina celular de ligacdo de retinol (CRBP) ou proteina
celular de ligacdo de &cido retindico (CRABP) no citoplasma e da presenca de
receptores nucleares para estas substancias (Revisado por AL TANOURY;
PISKUNOV; ROCHETTE-EGLY, 2013; LOSS, 1997).

Os retindides possuem duas classes de receptores nucleares: o receptor de
acido retindico (RAR) e o receptor X de retindides (RXR) e cada classe possui trés
subunidades: a, 3 e y, codificados por diferentes genes (GHYSELINCK et al., 2006).
Durante o periodo pds-natal de desenvolvimento, os RAR sdo encontrados em células
especificas do epitélio seminifero: RAR-a nas células de Sertoli, RAR-B nas
esperméatides redondas e RAR-y nas espermatogdnias A. Deficiéncia no RAR-a
causa apoptose das células germinativas e disfuncdes do epitélio seminifero
(VERNET et al., 2006). Delecdo do RAR-R e y ndo causa defeito primario nos
testiculos. Nas células de Sertoli de camundongos adultos, os retindides agem
através de receptores nucleares RAR-a e RXR-, os quais regulam funcdes
diretamente nas células de Sertoli, por exemplo, a producdo de transferrina
(PELLEGRINI et al., 2008; VERNET et al., 2006).

O acido retindico (AR), forma metabolicamente ativa dos retinéides, nao
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consegue atravessar a BHT (CAVAZZINI; GALDIERI; OTTONELLO, 1996;
KURLANDSKY et al., 1995), por isso apresenta um mecanismo complexo de
captacdo, envolvendo varios tipos celulares do epitélio seminifero. As células
peritubulares apresentam altas quantidades de CRBP que contém sitios de ligacéo
com alta afinidade pelo retinol (BLANER; GALDIERI; GOODMAN, 1987). As células
peritubulares também captam o retinol circulatorio ligado a outras proteinas de
transporte, tais como a CRBP e TTR, e a segrega como um complexo formado com
uma nova RBP, que é encaminhado as células de Sertoli (DAVIS; ONG, 1995).

As células de Sertoli sdo o principal sitio de sintese de AR (CAVAZZINI;
GALDIERI; OTTONELLO, 1996), pois possuem as enzimas necessarias para a
oxidacao do retinol a AR (&lcool desidrogenase e retinal desidrogenase) (DELTOUR
et al., 1997; ZHAI; SPERKOVA; NAPOLI, 2001). Apos a oxidacao, o AR é distribuido
para as células adjacentes. A producdo de AR pelas células de Sertoli aumenta
durante o desenvolvimento testicular. As células de Sertoli também possuem locais
que permitem estocar retinol, pois estas células expressam lecitina-retinol
aciltranferase (LRAT), que promovem a esterificacdo do retinol (CAVAZZINI;
GALDIERI; OTTONELLO, 1996).

Além da resposta classica, caracterizada por uma resposta nuclear que € mais
demorada, podendo levar minutos ou dias, ja foram descritos diversos efeitos rapidos,
em nivel da membrana plasmatica, considerados nao classicos para os retindides,
em diversos tipos celulares (AOTO et al., 2008; CARTER et al., 2010; LIAO; HO;
LIOU, 2004; LIOU et al., 2005; POON; CHEN, 2008; SARTI et al., 2012, 2013). Em
células de Sertoli, foi observado uma oscilacdo no potencial, uma resposta rapida ao
do retinol. Também foi observada que a alteracdo na concentracdo extracelular de K*
aumenta a captacdo de Ca?* envolvendo parcialmente os canais de calcio
dependentes de voltagem do tipo L (CCDV-L) (WASSERMANN, G. F., LOSS, E. S.
AND WECHSLER, 1995).

Sabe-se que os retindides estao envolvidos em diversas fungdes nas células
de Sertoli, como o aumento da secrecéo de transferrina (LIVERA, 2002), modulacao
das vias de sinalizacdo, reduzindo a expressao da proteina cinase C (PKC) e do
receptor de andrégenos, e inibindo a producdo de AMPc em resposta ao FSH
(GALDIERI; CAPORALE; ADAMO, 1986; GALDIERI; NISTICO, 1994). Os retinéages



também aumentam a expressao de diversos fatores de crescimento e o metabolismo
geral da célula (GAEMERS et al., 1998b). Apoiado na importancia dos retinéides na
fertilidade masculina e nas diversas interagbes com outros hormonios, faz-se
necessario esclarecer os mecanismos de acéo deste hormdnio nas células de Sertoli,
e as interacdes com o0s principais hormonios atuantes neste tecido para entéo
compreender a fungéo nos processos de proliferacdo, maturagéo e metabolismo das

células de Sertoli e para a manutencao da espermatogénese.

1.2.2 Testosterona

Os andrégenos sdo os horménios responsaveis pelas caracteristicas do
fendtipo masculino. Possuem papel importante durante a embriogénese,
desenvolvimento e manutencdo da funcéo reprodutora, da espermatogénese e do
padréo de comportamento sexual (PATRAQ; SILVA; AVELLAR, 2009). A testosterona
(T) é o principal andrégeno produzido pelas células de Leydig, estimulado pelas
gonadotrofinas do eixo hipotalamo-hipofise (LEE et al., 1975; TAPANAINEN et al.,
1984). Ap0s sintetizada, a T se difunde na circulagéo ligada a proteina carreadorade
andrégenos (ABP), e atinge os tecidos-alvo se ligando aos receptores (WALKER,
2010). Em nivel celular, a T pode ser transformada em diidrotestosterona (DHT), o
metabdlito mais potente, através da enzima 5a-redutase (KETELSLEGERS et al.,
1978) ou em estradiol, através da enzima aromatase, esta Ultima esta presente em
maior concentracdo nas células de Sertoli imaturas e sua atividade decai com a idade
(SCHTEINGART et al., 1995).

A T age através da ligacdo ao receptor intracelular de andrégenos (RAI), um
receptor membro da superfamilia de receptores nucleares. Quando a T se liga ao
receptor, promove a dimerizagcao, entdo, o complexo horménio-receptor € deslocado
para o nucleo onde se liga aos elementos de resposta aos esteroides (ERS), onde
promove a transcricdo de vario genes (BRINKMANN; TRAPMAN, 2000; GANONG,
2010).

Entre os efeitos da T no receptor intracelular esta a reducéo da proliferacéo
das células de Sertoli in vitro, levando ao término precoce da fase de maturacéo
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destas células (BUZZARD; WREFORD; MORRISON, 2003). Além disso, suprime a
secrecdo hipofisaria de FSH, principal estimulador da proliferacdo das células de
Sertoli (SUMMERVILLE; SCHWARTZ, 1981). Acredita-se que o RAi atue
modificando/controlando a sinalizacdo da T (SMITH; WALKER, 2014). Assim, a

auséncia de RAI nas células de Sertoli no inicio do periodo neonatal parece proteger

as células da maturacédo precoce (REY et al., 2009). Em estudos realizados com
animais geneticamente modificados, que ndo expressam RAI em todos os tecidos
(ARKO) ou somente na células de Sertoli (SCARKO), observou-se que a auséncia de
RAI afeta a maturagéo da célula de Sertoli, resultando em um atraso e alteracdo na
formacéo da BHT, alteracdo na expressédo de genes relacionados a adesao celular e
no desenvolvimento do citoesqueleto das células de Sertoli, além de falha na
manutengao/progressao da espermatogénese (O'SHAUGHNESSY, 2014).

Além da resposta classica descrita acima, sabe-se que a T apresenta resposta
nao classica, uma resposta rapida em nivel de membrana plasmatica, independente
de RAI geralmente relacionada com receptores acoplados a proteina G (GPCRs) que
agem ativando diversas vias de sinalizacdo. As células de Sertoli imaturas nao
expressam RAI, porém foi observado que a aplicacéo topica de T em concentracées
fisiolégicas desencadeia uma despolarizacdo do potencial de membrana destas
células (CAVALARI et al., 2012; DE CASTRO et al., 2013). A T também promove um
aumento no influxo de “°Ca?* no tecido testicular de ratos de 4 dias (ROSA, 2014), de
15 dias (DE CASTRO et al., 2013; VON LEDEBUR et al., 2002) e em células de Sertoli
isoladas (GORCZYNSKA; HANDELSMAN, 1995; ROMMERTS et al., 2000).

Estudos anteriores demonstraram que o influxo de célcio promovido pela acao
ndo classica da T ocorre a partir da ligagdo dos andrégenos a um receptor
desconhecido e a consequente ativacdo da fosfolipase C, que hidrolisa o
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) em inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e 1,2-
diacilglicerol (DAG). A reducdo dos niveis de PIP2 na membrana promove o0
fechamento dos canais de potassio dependentes de ATP (K*atp), causando um
aumento na resisténcia e despolarizacdo do potencial de membrana, com a
consequente abertura de canais CCDV-L aumentando assim o influxo de calcio,

conforme demonstrado na Figura 3. (DE CASTRO et al., 2013; LOSS et al., 2004,
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VON LEDEBUR et al., 2002).
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Figura 3: Mecanismo de ag&o nao classico da testosterona em células de Sertoli. Adaptado de Loss;

Jungoes
ocludentes

Jacobus; Wassermann(2011).

Inicialmente, acreditava-se que o0s hormonios esteroides atuavam via
mecanismo de acdo ndo classico como uma via complementar aos mecanismos
classicos, aumentando a diversidade e aprimorando os efeitos destes hormonios na
célula de Sertoli (SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002). Entretanto, estudos recentes
indicam que a sinalizacao da via ndo classica pode estar envolvida na regulacao da
via classica, uma vez que a ativacdo de enzimas cinases pode resultar na regulacéo
da transcricdo génica. Assim, a via classica e a via nao classica atuam em conjunto
para coordenar a regulacdo génica, contribuindo para a manutencdo da
espermatogénese e da fertilidade (LIAO et al.,, 2013; SMITH; WALKER, 2014;
WALKER, 2010).

Considerando que o numero de células de Sertoli definido na fase
imatura/proliferativa € fundamental para a espermatogénese, entender o0s
mecanismos de regulagéo da fase proliferativa, bem como entender a resposta néo
classica destes horménios e a interagdo entre ambas as vias, faz-se necessério para
compreender todos os eventos que ocorrem neste periodo. Visto que as células de
Sertoli possuem importéancia na secrecdo de suprimentos para as células
germinativas, entender os processos de secre¢cdo e o envolvimento dos principais

canais também se faz necessario.
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1.3.Canais de Ca?* dependentes de voltagem

Os canais dependentes de voltagem sédo poros formados por proteinas
transmembrana que mudam de conformacdo quando ocorre uma oscilagdo no
potencial de membrana da célula. Os neurénios e células musculares sao conhecidos
como células excitaveis, porém muitos outros tipos celulares mostram pequenas
oscilacbes no potencial de repouso, como ocorre nas ceélulas de Sertoli. Nestas
células as concentracGes de célcio intracelular (Ca?*)i sdo menores em relacdo ao
meio extracelular e a troca do ion ocorre a favor do gradiente eletroquimico. Quando
ocorre a despolarizacao do potencial de membrana, ocorre a abertura dos canais de
Ca?* dependentes da voltagem (CCDV) e o ion se move para dentro da célula,
promovendo diversas alterages como a secrecdo de vesiculas, a transcricdo de
genes dependentes de calcio, a liberacdo de neurotransmissores entre outros
(DOLPHIN, 2016; GUZMAN et al., 2009; HU et al., 2012; MANGONI et al., 2003;
PUTZIER et al., 2009; STRIESSNIG; ORTNER; PINGGERA, 2015).

Os CCDV possuem 4 subunidades denominadas al, a2d, B e y. A subunidade
al consiste na proteina formadora do poro, esta subunidade € composta por 24
segmentos transmembranas, divididos em 4 dominios homadlogos repetidos. Em cada
segmentento transmembrana S4, os canais de célcio dependentes de voltagem
apresentam residuos carregados de lisina e arginina que formam uma espécie de
sensor de voltagem. Os CCDV podem ser classificados entre canais de baixa (LVA) e
alta voltagem (HVA). Ainda, os canais HVA podem ser de diferentes tipos
denominados L, N, P/Q e R. Os canais de calcio tipo L, L por “long lasting”, estdo
presentes em células musculares (HESS; LANSMAN; TSIEN, 1984) e em células
endocrinas, como células pancreaticas, entre outras (YANG et al., 2014). Os canais
de célcio tipo N, N por “non-L” e Neuronal, sdo expressos predominantemente em
neurdnios centrais e periféricos (NOWYCKY; FOX; TSIEN, 1985). Os canais de calcio
tipo P/Q séo canais de calcio identificados primeiramente em células de Purkinje (tipo
e células granulosas (tipo Q) do cerebelo (CHERKSEY; SUGIMORI; LLINAS, 1991).
E por fim, os canais de calcio tipo R, possuem uma corrente residual resistente aos
bloqueadores e toxinas dos demais canais (tipo L, N e P/Q) (RANDALL; TSIEN, 1995).

Apesar da subunidade al ditar as principais funcdes e propriedades destes cgpais



suas fungdes e expressdo podem ser modificadas pelas proteinas acessorias 3 e 020
(revisado por DOLPHIN, 2016). As subunidades a2d e B desempenham papel no
dobramento do canal e seu posterior transporte para a superficie celular (CATTERALL
et al., 2003; DOLPHIN, 2016). A subunidade y é encontrada principalmente nas
células musculares esqueléticas (JAY et al., 1990).

Varios horménios importantes na fase proliferativa das células de Sertoli e
também no processo da espermatogénese utilizam este canal para exercer seus
efeitos bioldgicos. A abertura deste tipo de canal esta relacionada com as respostas
classicas e nao classicas. Entre as respostas por mecanismos nao classicossabe-se
que a T, 1,25 diidroxi-vitamina D3, os hormaonios tireoideanos e o retinol (BUZZARD;
WREFORD; MORRISON, 2003; LIVERA, 2002; ROSSO et al., 2012; SILVA; LEITE;
WASSERMANN, 2002; WASSERMANN, G. F., LOSS, E. S. AND WECHSLER, 1995;
ZANATTA et al., 2013a, 2013b) aumentam o influxo de calcio através da abertura dos
CCDV. O aumento da (Ca®*) esta relacionado com a capacidade secretéria destas

células e a ativacado de segundos mensageiros como a PKC (ROSSO et al., 2012).

1.4.Canais de K*

Os canais de potassio sdo canais ibnicos presentes nas membranas celulares
que sdo seletivos exclusivamente ao ion potassio, dentre varios subtipos destes
canais, destacaremos 0s canais de potassio sensiveis a voltagem (Kv). ApGs
alteracéo no potencial de repouso da célula, estes tipos de canais sao ativados e, em
seguida, inativados, produzindo uma resposta transitoria, possibilitando a entrada do
ion K* para o interior da célula reestabelecendo seu potencial de repouso. Os Kv
possuem papel importante na formacado e manutencéo de potenciais de membrana
em repouso, excitabilidade celular, resposta celular elétrica, formacéo e duracao de
potenciais de acdo, transmissao sinaptica, divisdo celular, diferenciacéo e controle da
funcéo celular (GONZALEZ et al., 2012; HAYABUCHI, 2017)

A familia dos canais Kv possuem seis dominios transmembranas (S1-S6),que
sao codificados por 36 genes. Em vertebrados, a subunidade alfa da familia Ky
retificadora tardia é composta por 12 membros de acordo com a similaridade de

sequéncia de aminoacidos, a subfamilia Kvl.x (Shaker), é a maior subfamilia
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estrutural, sendo codificado por oito genes diferentes. Os canais de K* dependentes
da voltagem sé&o caracterizados por conter um dominio sensivel a voltagem (S1-S4),
o dominio S4 contém aminoacidos de carga positiva que constituem os elementos
sensiveis a voltagem. A classe de seis dominios transmembrana também inclui a
familia KCNQ (Kv7.x, Kv10.x, Kv11.x), e a subfamilia (Kv12.2) (GONZALEZ et al.,
2012). Para serem funcionais, estes canais necessitam estar organizados na forma
de tetrameros, o poro de conducédo ibnica é formado por 4 dominios organizados
simetricamente, sendo a primeira sequencia dos seguimentos hidrofébicos (DOYLE
et al., 1998; HEGINBOTHAM; MACKINNON, 1992; MACKINNON, 1991).

Os canais Kv ja foram descritos em varios tipos celulares e principalmente no
sistema reprodutor masculino (DUNNE; PETERSEN, 1991). Em células de Sertoli, os
canais de K* estdo envolvidos na resposta de diversos hormonios importantes na fase
proliferativa e na manutencéo da espermatogénse, como na resposta ao FSH, T, 1,25
diidroxivitamina D3 e hormonios tireoideanos (LOSS et al., 2004; MENEGAZ et al.,
2006, 2010; ZAMONER; PESSOA-PUREUR; SILVA, 2011). A resposta fisiologica
ideal que determina o processo de maturacédo das células de Sertoli e o potencial para
garantir suprimentos para uma espermatogénese de qualidade ndo ocorre através da
resposta a um unico estimulo hormonal mas sim através da interacdo de diversos
estimulos que alteram diversos canais. Entender estas interagdes se faz necessario
para compreender 0 organismo como um todo e entdo conseguir mensurar a
importancia de cada horménio e medidas terapéuticas, quando necessario.

Como descrito anteriormente, o retinol e a T exercem efeitos regulatérios na
maturacdo e manutencdo da espermatogénese, agindo sobre as células de Sertoli.
Sendo assim, este trabalho teve como foco analisar os mecanismos envolvidos
nestas respostas, avaliando o envolvimento dos canais de Ca?* e de K* nestas
respostas, bem como avaliando a agcdo dos hormdénios quando agem de forma

simultanea.
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