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I. INTRODUCAO

1. 1. SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

1. 1.1. CARACTERISTICAS GERAIS

O sistema reprodutor masculino ¢ formado pelos testiculos, cada qual com seu
sistema de ductos (ductos eferentes, epididimo, canal deferente e ducto ejaculador), pelas

glandulas acessorias (vesiculas seminais, prostata e glandulas bulbouretral) e pelo pénis.

Peritoneo Bexiga Uretér

Vesicula Seminal
Reto

Ducto Ejaculador
Prostata
Glandula Bulouretral

Ducto Deferente

Escroto Tunica vaginal Testiculo Epididimo

Figura 1.1 Diagrama esquematico mostrando os componentes do sistema
reprodutor masculino humano (ROSS et al., 1995)



Durante o inicio do desenvolvimento embriondrio em mamiferos, ndo ha sexo
fenotipico aparente. Embrides machos e fémeas tém um conjunto duplo de dutos genitais
rudimentares, e gonadas indiferenciadas que podem desenvolver-se em testiculos ou
ovarios. A formagdo dos testiculos inicialmente ndo ¢ dependente de gonadotrofinas ou
hormonios esterdides, e sim das atividades de células pré-Sertoli (que pode incluir a
secrecdo de um fator que ativa a diferenciacdo das células de Leydig) e de células miodides
peritubulares (MINTZ & RUSSELL, 1955; MERCHANT, 1975; MCCOSHEN, 1982). No
entanto na série de eventos que se seguem a determinacdo e diferenciacdo de testiculos, a
testosterona produzida pelas células de Leydig e o hormodnio anti-Miilleriano produzido
pelas células de Sertoli sdo de importancia critica no desenvolvimento das caracteristicas
masculinas primarias (e mais tarde secundarias), incluindo o papel proeminente da
testosterona na iniciagdo da espermatogénese na puberdade e manutencdo da

espermatogénese no adulto.

Epididimo

f Testiculo

Vaso deferente AMH

TESTOSTERONA

Vesicula seminal

Prostata

Masculino Estagio indiferenciado Feminino

Figura 1.2. Representacio esquematica do desenvolvimento dos dutos genitais
masculinos e femininos. No estagio indiferenciado, as gonadas bipotenciais sao
formadas juntamente com os dutos de Wolff e de Miiller. No macho, as gonadas se
desenvolvem em testiculos que secretam hormonio anti-Miilleriano (AMH) e
testosterona. O AMH causa a regressao dos dutos de Miiller, enquanto a testosterona
estimula o desenvolvimento e diferenciacio dos ductos de Wolff em epididimo, os
dutos deferentes e a vesicula seminal. Na fémea, a falta de secrecio de testosterona
resulta na regressio dos dutos de Wolff, enquanto a falta do AMH resulta no
desenvolvimento dos dutos de Miiller em trompas de Falopio, titero e a parte superior
da vagina (van ROIJEN, 1999).



Os testiculos sdo 6rgdos pareados, ovodides, encapsulados por uma forte membrana
fibrosa chamada tinica albuginia. Desenvolvem-se dentro da cavidade abdominal e, no
homem, migram um pouco antes do nascimento do seu local de origem para o escroto. O
mesenquima testicular pode ser grosseiramente dividido em dois principais
compartimentos: o espago intersticial e os tibulos seminiferos. O espago intersticial
contém células de Leydig, macréfagos, vasos sangiiineos ¢ fluido linfatico. A parede
externa dos tibulos seminiferos é formada por células midides peritubulares e células
endoteliais. A lamina basal (ou membrana basal) cobre a parede externa do tibulo. Sobre a
membrana basal situam-se as células germinais tronco (espermatogonia) 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 espermatozoide

maduro (SERTOLI, 1865).

Tubulos Seminiferos

__Peritubular

o

Sertoli

Germinativa

Testiculo

Figura 1.3. Biologia celular do testiculo. (SKINNER, 1991)

Células de Sertoli ndo apenas provéem suporte estrutural, mas tém também um

importante papel no suporte de processos bioquimicos das células germinativas (RUSSEL,



1993). O instrumento para esse suporte ¢ a barreira “hemato-testicular” ou “barreira de
células de Sertoli” formada por complexos de jungdes ocludentes entre células de Sertoli
adjacentes. (DYM & FAWCETT, 1970; RUSSEL & PETERSON, 1985). Essa barreira,
impermeavel as moléculas hidrofilicas maiores, divide o tibulo em um compartimento

basal e um adluminal.
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Figura 1.4. Representacio artistica do testiculo de rato e humano. O testiculo de
ambos, rato e humano, consiste de uma tinica albuginea fibrosa, que encapsula um
grande nimero de tibulos seminiferos. O testiculo humano é divido em lébulos, por
numerosas particoes fibrosas dentro do testiculo. Estas particoes estio ausentes no
testiculo de rato. Os tiubulos seminiferos se unem dentro da rede do testiculo (rete
testis), de onde o fluido seminifero e os espermatozoides sio transportados para
dentro do epididimo através de varios ductulos eferentes. No rato, os ductulos
eferentes rapidamente se unem num tubulo unico altamente contorcido que forma
todo o epididimo, e mais distalmente o ducto deferente. No humano, uma rede mais
complexa de tiubulos é formada no epididimo proximal, que se une num tnico tiubulo
epididimal no caput distal. Este tibulo unico subseqiientemente forma o caput distal,
o corpo e a cauda do epididimo e o ducto deferente (VAN ROIJEN, 1999).

No compartimento basal residem apenas as espermatogoénias e espermatides em
pré-leptoteno. As células que ja entraram na préfase da meiose, comegam a atravessar a

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



do tabulo se localiza o limen tubular, que ¢ preenchido com fluido seminifero tubular e
espermatozodides. Todos os tubuli se inem na rete testis, de onde o conteudo tubular ¢

direcionado para dentro dos ductos eferentes e epididimo.

I. 1.1.2. REGULACAO FUNCIONAL DO TESTICULO

O testiculo adulto tem duas fun¢des primordiais: uma € sua fun¢do enddcrina como
uma glandula que produz testosterona, necessaria para o desenvolvimento € manutencdo de
caracteristicas sexuais masculinas primarias ¢ secundarias. A outra envolve a produgdo de
um imenso numero de espermatozdides altamente especializados a partir de um pool de
células tronco indiferenciadas (espermatogonias) que residem no compartimento basal dos
tabulos seminiferos. O homem pode produzir 2x10'* espermatozoides ao longo de sua vida
(GROOTEGOED,1996). Isso nao ¢ apenas surpreendente pelos nimeros, mas o testiculo e
o epididimo cuidam do desenvolvimento e maturagdo das unicas células que sdo destinadas
a viver e funcionar fora do corpo masculino. A dupla funcio do testiculo, esteroidogénese
e gametogénese ¢ um processo finamente ajustado que envolve a interregulacdo de um

consideravel niimero de células.

I. 1.1.2.1. Eixo HIPOTALAMO-HIPOFISE-TESTICULO

Este processo intrincadamente regulado antes mencionado, depende da secrecio
altamente controlada de um numero de moléculas mensageiras (hormoénios), cada uma
delas gerando seus efeitos endocrinos, paracrinos e autocrinos especificos. Na base deste
esquema de eventos esta o eixo hipotalamo-hipofise-testiculo. O hipotalamo secreta o

horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) que, através do sistema vascular porta,



alcanca a hipofise estimulando a producgdo e secre¢do do hormoénio luteinizante (LH) e
foliculo estimulante (FSH). O LH e o FSH se ligam a receptores transmembrana na
membrana plasmatica de diferentes tipos de células testiculares. As fungdes do hipotalamo
e da hipofise sdo regulados via mecanismo de ‘feed-back’, onde a testosterona (produzida
pelas células de Leydig estimuladas pelo LH) inibe GnRH, e assim a secrecdo de LH e
FSH, e a inibina (produzida sob o controle do FSH pelas células de Sertoli) inibe mais
especificamente a secrecao de FSH (SWERDLOFF & WANG, 1998).

A secrecdao do GnRH ocorre em intervalos periddicos resultando por sua vez, em
liberagdo episddica das gonadotrofinas. A natureza pulsatil do sinal é importante para
manter a atividade secretéria do LH e do FSH, ja que a infusdo continua do GnRH diminui
a secre¢do desses hormonios por gerar desensitizagdo nas células gonadotrofas (WEISS et
al., 1995). Em homens adultos, os pulsos de LH ocorrem numa freqiiéncia de 8-14
pulsos/24h, variando muito em magnitude, enquanto o FSH apresenta uma menor
amplitude, em parte por causa de sua meia-vida mais demorada na circulagdo
(GRIFFIN,1996).

O FSH ¢ o LH sdo secretados pelas mesmas células na hipofise. Ambos sdo
glicoproteinas compostas de duas cadeias polipeptidicas designadas o e . Compartilham a
mesma sub-unidade o com a tireotrofina (TSH) e com a gonadotrofina coriénica (hCG),
sendo que as diferentes caracteristicas funcionais desses hormonios sdo determinadas pelas
subunidade B. E necessaria a presenca de ambas subunidade para que haja uma completa
atividade bioldgica (GRIFFIN & WILSON, 1992).

Embora a maior parte das células gonadotrofas na hipdfise sintetize tanto o FSH
como o LH, sinais externos tais como a freqiiéncia do pulso do GnRH, proveniente do
hipotalamo (o pulso de alta freqiiéncia favorece a sintese do LH) e a modulagao através do

mecanismo de retroalimentagdo (‘feedback’) com os esterdides sexuais e os peptidios



gonadais parecem ser importantes para diferenciar a regulacdo desses hormonios

(SCHWARTZ, 1995)

I. 1.2. TESTOSTERONA

Nos machos os androgenos s3o essenciais para o desenvolvimento e manutengao de
tecidos reprodutivos especificos como testiculos, prostata, epididimo, vesicula seminal e
pénis, bem como para outras propriedades masculinas caracteristicas como, aumento da
forca muscular, crescimento de pélos e barba, etc. Para manter a concentragdo de
andrégenos em niveis apropriados, a produgdo de andréogenos deve ser balanceada com a
taxa de “clearance” metabolico e excreg¢do. A ac¢do de androgenos em células alvo depende
da quantidade de esterdide que pode penetrar nas células, do nivel de conversdo metabdlica
dentro das células, da integracdo com as proteinas receptoras ¢ finalmente, da acdo dos

receptores de andrégenos a nivel gendmico.

, .

No homem, a testosterona é o principal andréogeno circulante. Mais de 95% ¢
secretado pelo testiculo, que produz aproximadamente 6-7 mg por dia. Os passos
metabolicos necessarios para a conversao do colesterol em andrégenos ocorre nas células
de Leydig, que constituem apenas uma pequena percentagem do volume testicular total.
Apesar das células de Leydig serem as principais geradoras dos hormonios andrégenos
circulantes, o cortex adrenal contribui com a producdo de androgenos menos potentes. A
producdo de esteroides ndo ¢ limitada as classicas glandulas enddcrinas, mas pequenos
volumes também podem ser produzidos em células do cérebro. Apesar da contribuicao das
células no sistema nervoso para os niveis hormonais circulantes ser muito pequena, a
produgdo local de esteroides pode ser fisiologicamente muito importante para agdo local

(ROMMERTS, 1998).



I. 1.2.1. REGULACAO DA SINTESE DE ANDROGENOS PELO LH

Os hormonios hipofisarios hormoénio luteinizante (LH) e hormonio foliculo
estimulante (FSH) s3o necessarios para o desenvolvimento ¢ manuten¢do das fungdes
testiculares. O LH é o hormdnio mais importante para o controle da producdo de
testosterona pela célula de Leydig. Dentro do testiculo, o receptor de LH ¢é encontrado
exclusivamente nas células de Leydig. Estudos estimam que o nimero de células de
Leydig ¢ de 18 a 34x10° por testiculo de rato (KERR ef al, 1987; MENDIS-
HANDAGAMA et al., 1988), representando aproximadamente 3% do volume total do
testiculo (EWING & KEENEY, 1993). A hipofise secreta LH de modo pulsatil para dentro
da corrente sangiiinea, através da qual atinge as células de Leydig dentro do testiculo. O
LH se liga ao receptor transmembrana na superficie da célula, resultando em estimulagdo
da proteina G e adenilil ciclase, aumentando a formacdo de cAMP. Em conseqiiéncia, o
cAMP ativa proteina quinase A, que por sua vez efetua a fosforilagdo de proteinas
especificas. Mudangas observadas dentro da célula de Leydig sob estimulagdo com LH in
vitro sao: 1) deplecdo de goticulas de lipidios intracelulares que estocam esteres de
colesterol, 2) estimulacdo da hidrélise de ésteres de colesterol para produzir colesterol
livre, 3) mudangas em elementos do citoesqueleto 4) transporte de colesterol para a
membrana mitocondrial interna, local onde se situa a enzima P450°, ¢ 5) estimulagdo da

sintese de RNA e proteinas (DUFAU, 1988; EWING & KEENEY, 1993).

O precursor da sintese de esterdides ¢ o colesterol. Este substrato pode ser
sintetizado de novo a partir do acetato, mas pode também ser transportado de lipoproteinas
do plasma. Goticulas de lipidios intracelulares, que contém ésteres de colesterol também

podem funcionar como estoques intracelulares de colesterol. O nivel de contribuicdo da



sintese e do suprimento das lipoproteinas ou das goticulas de lipideos, depende da espécie

animal e do grau de estimulagdo da producao de esteroides.

Os hormonios esterdides contém 21 ou menos atomos de carbono, enquanto o
colesterol contém 27. O primeiro estagio na sintese de hormonios esterdides é a remogao
de 6 carbonos da cadeia lateral do colesterol para a formagao de pregnenolona (STRYER,
1996). Essa conversdo de colesterol a pregnenolona foi por muitos anos considerada o
passo limitante na esteréidogénese testicular. Recentemente no entanto t€ém-se observado
que o real passo limitante € o transporte do colesterol da membrana externa da mitocondria
para a membrana interna da mitocondria, onde a enzima P450; esta situada (revisto em
STOCCO, 1998). A partir da pregnenolona ¢ formada a progesterona e a partir desta sdo

sintetizados os androgénios, que contém 19 atomos de carbono.

A sintese e secrecao da testosterona sdo as fungdes mais conhecidas e mais importantes das
células de Leydig. Durante a vida fetal, um pulso de testosterona ¢ responsavel pela
diferencia¢do do sistema reprodutivo masculino, ¢ durante o periodo neonatal um pulso
subseqliente efetiva o ‘inprinting’ dos tecidos dependentes de andrégenos.

No periodo puberal, o aumento na producdo de testosterona é responsavel pelo
desenvolvimento das caracteristicas sexuais masculinas secundarias, comportamento
sexual masculino e o inicio da espermatogénese. Durante a vida adulta, a testosterona é
necessaria para a manutenc¢ao das caracteristicas masculinas secundérias bem como para a

manuten¢do da densidade dos ossos do esqueleto (EWING et al., 1980).
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O nivel de esterdides biologicamente ativos no corpo ¢ determinado pelas taxas de
sintese ¢ de degradagdo. Para manter uma concentracao estavel de esteréides numa célula
alvo, deve haver um equilibrio entre o suprimento e e a sua retirada. No lado externo da
célula alvo, esses fatores sdo: taxa de fluxo de fluidos bioldgicos (sangue e linfa), liberagao
das proteinas ligadoras, transporte através das membranas, camadas de células de tecido
conectivo e as vezes inativacdo do esterdide durante o transporte. Dentro das células alvo,
reacOes de ativagdo e inativagdo locais e transporte para fora da célula tém influéncia.
Existem diversas possibilidades para o metabolismo da testosterona. A aromatizagdo ou a
reducdo da ligagdo A4 da testosterona geram, respectivamente, 17B-estradiol e Sa-
diidrotestosterona. Esses esteroides tém atividades biologicas diferentes uma vez que
interagem com receptores distintos nas células. Dessa forma as agdes da testosterona em

tecidos alvo sdo significativamente modulados por reagdes metabolicas.

I. 1.2.2. DISTRIBUICAO E METABOLISMO DOS ANDROGENOS NO TESTICULO

A testosterona ¢ de longe o androgeno testicular mais proeminente. As células de
Leydig ndo estocam testosterona, e sim, a testosterona se difunde rapidamente para dentro
do compartimento intersticial (DE JONG et al., 1974; SHARPE, 1994). Subseqiientemente
a testosterona pode difundir-se para dentro da rede de capilares de onde entra na corrente
sangiiinea periférica, ou pode ser transportada para dentro do tibulo seminifero. Um
grande esforco tem sido feito na ultima década para elucidar os niveis reais de testosterona
no testiculo em relacdo ao nivel de testosterona que € necessdrio para iniciagdo e
manutencdo da espermatogénese. Um numero de diferentes estratégias de medidas de

niveis intratesticulares de testosterona levaram a resultados discordantes. O fluido

11



intersticial tem sido coletado usando-se uma série de técnicas (SHARPE, 1979; TURNER
et al., 1984; JARROW et al., 2001), dando-nos uma idéia da concentragdo de testosterona
no compartimento extratubular. Os valores obtidos variam largamente entre os autores,

mas caem na margem de 60-600ng/mL (SHARPE, 1994; JARROW, P.J. et al., 2001).

Técnicas de micropungdo de testiculos de ratos in situ obtiveram resultados
semelhantes (COMHAIRE & VERMEULEN, 1976, JARROW, P.J. et al, 2001). O
conteudo de testosterona nos tubulos seminiferos tem sido estimada entre 80-90 ng/mL
(AWONIYT et al.,1989; TURNER et al., 1984; JARROW et al., 2001). Esse valor ¢
semelhante ao encontrado em testiculos homogeneizados de ratos (50-62 ng/mL)
(SHARPE, 1994). A concentragdo de testosterona circulante no rato ¢ da ordem de 1-3
ng/mL, aproximadamente 20 vezes menor que o conteudo de testosterona nos tubulos
seminiferos. Uma série de estudos mediram o nivel de testosterona no sangue venoso
testicular, retirado de vasos que se encontram na superficie do testiculo, contendo sangue
que acabou de passar pelo intersticio. A concentracdo de testosterona no sangue testicular
venoso parece estar na faixa de 25-100 ng/mL. Apesar das concentragdes encontradas no
fluido intersticial e no sangue testicular venoso muitas vezes se sobreporem, quando
medidas no mesmo animal a concentracdo de testosterona no fluido intersticial ¢ sempre 2
a 3 vezes maior do que no sangue testicular venoso (SHARPE, 1994). O sangue obtido da
veia espermatica (corda espermatica) tem consistentemente uma concentracdo de
testosterona por volta de 25-50% menor do que a encontrada nas veias testiculares
(MADDOCKS et al.,1993; SHARPE, 1994). Aparentemente quando o sangue venoso flui
para cima na corda espermatica, ele ¢ diluido pelo sangue da artéria testicular através das
anastomoses arteriovenosas (WENSING & DIJKSTRA, 1981; WENSING et al., 1981;
HEES et al., 1984; NOORDHUIZEN-STASSEN et al., 1985). O nimero de ‘shunting’

entre a artéria testicular e o plexo venoso ¢ extremamente variavel, tornando o sangue
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espermatico venoso uma fonte nao confiavel quando se estd interessado na concentracao

testicular de testosterona.

O sangue venoso periférico fornece uma boa indicagdo da funcdo das células de
Leydig, mas ndo oferece uma boa visdo na concentra¢do intratesticular de testosterona

(MADDOCKS & SHARPE, 1989; MADDOCKS et al., 1993).

I. 1.2.3. FUNCOES GONADAIS DOS ANDROGENOS

Andrégenos testiculares sdo necessarios para o desenvolvimento € manuten¢ao das
caracteristicas sexuais masculinas, incluindo a fungdo espermatogénica do testiculo e
maturagdo do esperma no epididimo. Em 1930 foi estabelecido que a remoc¢ao da glandula
hipofise resultou em degeneracdo da espermatogénese no rato. Essa degeneragdo foi no
entanto prevenida com a suplementacdo de testosterona em altas doses (SMITH, 1930).
Desde entdo um numero consideravel de pesquisas tém enfocado a regulagdo hormonal da
espermatogénese e maturagdo do esperma, com particular interesse na acdo dos
andrégenos. Surpreendentemente, os resultados dessas pesquisas ainda deixam espago para
muitas questoes € muita discussdo. Investigadores ainda precisam elucidar através de qual
mecanismo 0s andréogenos estdo envolvidos na iniciagdo e manuten¢do da
espermatogénese. Ha4 um consenso geral de que o testiculo precisa de um nivel muito mais
elevado de testosterona para seu pleno funcionamento do que os outros tecidos
dependentes de androgenos. O porque dessa necessidade de altas doses de testosterona e
exatamente qual a concentracdo de testosterona requerida para que a espermatogénese
ocorra, ainda é assunto de debate. Assim sendo, o que sabemos sobre andrégenos e

gametogénese masculina entdo?
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I. 1.2.4. MECANISMO DE ACAO DA TESTOSTERONA

A maioria das agdes dos hormonios androgénicos ocorre através da ativagao direta
da transcricdo de DNA via interagdes de alta afinidade com o receptor nuclear de
androgenos (RA). Este receptor ¢ membro da superfamilia de fatores de transcri¢do
dependentes de ligantes. Outros membros dessa familia incluem os receptores para todos
os hormonios esterdides, hormonio tiredideo, retinoides, vitamina Ds; e uma série de
receptores sem ligante conhecido (receptores orfaos) (TSAI & O’MALLEY, 1994).
Quando o ligante (testosterona ou diidrotestosterona) associa-se com o RA no citoplasma

ou no nucleo, o RA se dissocia das ‘heat-schock proteins’ (hsp90 e hsp70), forma um
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Figura 1.6. Mecanismo de acio gendmico de androgenos numa célula alvo.
Testosterona (T), difunde-se para dentro do citoplasma celular onde pode ser
convertido a dihidrotestosterona (DHT) pela enzima Sa-redutase. Ambos, T ¢ DHT
podem se ligar ao receptor de androgenos (RA) e ativa-lo. Ao ligar-se com o
hormonio, o receptor de androgenos se dissocia das ‘heat schock proteins’ (hsp), e se
liga ao DNA como homodimero. FT= fator de transcricio; RNA pol II= RNA

polimerase II (VAN ROIJEN, 1999).
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dimero com uma segunda molécula de RA ativada e se liga a seqiiéncia ‘enhancer’
especificas conhecidas como elementos responsivos a andrégenos presentes nas regides 5’
adjacentes aos genes regulados por androgenos (RIEGMAN et al., 1991). Acredita-se que
a ligacao dos dimeros de RA aos elementos responsivos a androgenos estabilize os fatores
de transcrigdo nos promotores dos genes alvo, induzindo assim um alto nivel de iniciagao

de transcricao (O’MALLEY & TSAI, 1992; JENSTER, 1998).

I. 2. EFEITOS NAO GENOMICOS DE ESTEROIDES

Recentemente tem sido documentada uma variedade de efeitos répidos nao-
gendmicos de esteroides, geralmente envolvendo fluxo de ions, para ligantes como
progesterona, estrogenos, corticosterona, aldosterona, androégenos e vitamina D (DUVAL

etal., 1983; REVELLI et al., 1998; CHRIST ef al.,1999).

Ja foi reportada a presenca de receptores funcionais nao-genomicos de progesterona
em espermatozoides humanos (LUCONI et al. 1998). Varios outros laboratorios também
identificaram receptores de progesterona na membrana plasmatica de odcitos de anfibios
(BRANN, et al., 1995). A vitamina D3 produz uma hidrolise rapida, tempo dependente de
esfingomielina, resultando na geracdo de ceramida e fosforilcolina em células leucémicas
promielociticas humanas HL-60, e a progesterona tem o mesmo efeito em odcitos de

Xenopus leavis (OKAZAKI et al., 1989; GOSH et al., 1997).

O estrogénio pode disparar uma variedade de eventos de tradugdo de sinais, como a
estimulacao de cAMP , fluxo de célcio, ativagdo da fosfolipase C, geracdo de inositol

fosfato, bem como a rapida liberagao de prolactina (RAZANDI, et al.1999).
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Tem-se demonstrado que também androgenos induzem um répido fluxo de calcio
numa variedade de tipos celulares classicamente dependentes de androgenos. Fluxos de
calcio seguindo adicdo de concentragdes picomolares de testosterona tem sido reportados
em miocitos de coracdo de rato (KOENIG et al. 1989) e osteoblastos de ratos machos e de
galinhas (LIEBERHERR & GROSSE 1994; ARMEN, 2000). STEINSAPIR e
colabroradores (1991) demonstraram um aumento de calcio intracelular em células de
cancer de prostata humana apds adi¢do de So-dihidrotestosterona e testosterona em dois
minutos. Na maioria desses estudos pode ser mostrado que fluxos de cdlcio nas células
foram causados por um influxo transmembrana de célcio extracelular através da membrana

plasmatica.

A maioria desses efeitos ndo gendmicos de esterdides poderia adicionar sinais
complementares aos efeitos gendmicos desses esterdides, mas ha poucos exemplos onde os
efeitos ndo gendmicos dos esterdides sdo associados a respostas biologicas que ndo podem
ser mediadas pelo mecanismo classico de resposta aos esterdides. Sabe-se que a
testosterona pode modificar a susceptibilidade de células-T a doencas infecciosas.
Recentemente foram reportados efeitos da testosterona e da testosterona ligada a albumina
sobre o fluxo de célcio através da membrana plasmatica de células-T (BENTEN et al.,
1997; BENTEN et al., 1999). Uma vez que células-T ndo possuem o receptor classico de
andrégenos, esse efeito biologico indica o envolvimento de receptores de membrana
plasmadtica para a expressdo de efeitos de androgenos. Um outro exemplo da a¢do ndo-
genomica de androgenos ¢ a ativacdo rapida de receptores de membrana em neurdénios do
bulbo olfativo por concentragdes nanomolares de androsterona (A1l6-5a-androsten-3-one)

(ROMMERTS, 1998).
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O fato da espermatogénese depender de altos niveis de testosterona ¢ um bom
exemplo da acgdo intratesticular de testosterona que ndao pode ser facilmente explicada
baseando-se nas propriedades do receptor nuclear classico. Ja que os niveis de testosterona
necessarios para a manutencdo da espermatogénese sdo muito maiores que o nivel de
saturagdo do receptor de alta afinidade de andrégeno, € possivel que opere um sistema

alternativo, diferente do receptor classico (ROMMERTS, 1988; ROMMERTS, 1992).

1.3. CONCENTRACAO IONICA E POTENCIAL DE REPOUSO

Na maioria das células, ha uma diferenca de potencial elétrico estavel através da
membrana plasmatica, chamada de potencial de repouso (Em). O potencial de repouso de
uma c¢lula é o potencial elétrico através da membrana plasmatica na auséncia de
sinaliza¢des. O potencial de repouso de uma célula ¢ determinado, a qualquer momento,
pela permeabilidade relativa a diferentes ions e pelos gradientes de concentracdo desses
ions através da membrana. Ele ¢ portanto mais proximo ao potencial de equilibrio do ion
para o qual a membrana é mais permeavel. A bicamada lipidica que constitui a membrana
plasmatica ¢ virtualmente impermeavel a ions, funcionando como um isolante que separa
duas solugdes, o citoplasma e o liquido extracelular. Os ions apenas podem atravessar a
bicamada lipidica difundindo-se através de canais i0nicos especificos. Assim, a
permeabilidade de uma membrana a um determinado ion depende do niimero de canais
abertos para esse ion (SARGENT, 1992).

Os ions sdo distribuidos assimetricamente através da membrana celular. O citosol €
rico em K’ e em anions organicos impermeaveis, constituidos basicamente por amino
4cidos e proteinas. Ja o fluido extracelular é rico em Na' e CI' (KANDEL et al., 1995). A

distribuicdo assimétrica de ions permeaveis resulta tanto da presenca de anions
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impermeéveis quanto da bomba de Na'/K', que transporta Na' para fora da célula e K"

para dentro (SARGENT, 1992).

I. 4. GRADIENTE ELETROQUIMICO E BoMBA Na'/K"*

Em células em repouso a permeabilidade da membrana ao K é maior do que ao
Na', assim o K tende a difundir-se de dentro para fora da célula, seguindo seu gradiente
de concentragdo. Como resultado, a parte externa da membrana acumula cargas positivas
devido ao pequeno excesso de K ¢ o interior acumula cargas negativas pela falta de K" e o
consegqiiente acimulo de anios. No entanto a difusdo de K para fora ¢ auto-limitante, uma
vez que a separagdo das cargas positivas e negativas, resultante dessa difusdo de K gera
uma diferengca de potencial elétrico através da membrana: positivo do lado de fora e
negativo do lado de dentro. Quanto mais K" continua saindo, mais as cargas se separario e
maior sera a diferenca de potencial. A forca elétrica resultante desse processo se opde
entdo & forca do gradiente de concentragio e impede que mais ions K" saiam. Num dado
potencial, a forga elétrica devido a separacdo de cargas se torna igual a for¢a quimica na
direcio oposta (gradiente de concentragdo) e os ions K™ fora da célula atingem um
equilibrio com os fons K" dentro da célula. Esse potencial ¢ chamado potencial de
equilibrio do K* (Ex). Nesse potencial o movimento de ions K* para fora empurrado pelo
seu gradiente de concentragdo (quimico) ¢ balanceado por um movimento igual e oposto
de fons K para dentro, empurrados pela diferenga de potencial elétrico, ou seja, ¢ atingido
o equilibrio eletroquimico desse ion (KANDEL et al., 1995).

Como em células em repouso a permeabilidade da membrana ao K™ é maior do que

ao Na', o potencial de membrana fica perto do potencial de equilibrio para o K.
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7 + r
No repouso hd um fluxo constante de K™ para fora da célula e um fluxo constante

+ , 5
de Na' para dentro da célula. Apesar dessas correntes serem pequenas € nao terem um

efeito imediato sobre os gradientes de concentragdo, se perdurassem por horas ou dias, os

gradientes de concentragcdo diminuiriam e o potencial de membrana chegaria préoximo a

zero. No entanto o gradiente de concentracdo é mantido pela bomba Na'/K" ATPase, que

transporta Na' para fora e K' para dentro. O transporte ativo de Na" ¢ K pela bomba no

entanto ndo é balanceado. Para cada molécula de ATP hidrolisada, trés Na* sdo geralmente

transportados para fora e dois K sdo geralmente transportados para dentro.

Essa estequiometria desigual da bomba Na'/K" tem trés conseqiiencias importantes:

1)

2)

3)

Como a bomba causa uma transferéncia liquida de cargas através da membrana,
ela é eletrogénica. A corrente produzida pela bomba hiperpolariza a membrana
e contribui para o potencial de membrana. A contribuicdo da bomba para o
potencial de membrana depende da resisténcia elétrica da membrana, e na
maioria das células ¢ de 5 — 10mV.

Os movimentos passivos de Na" e K sdo desiguais para que sejam mantidos os
gradientes de concentragdo, ou seja, o influxo de Na" através de canais idnicos
deve se igualar ao efluxo de Na' causado pela bomba da mesma maneira que o
efluxo de K' deve se igualar ao influxo produzido pela bomba. Assim, no
repouso, a corrente passiva para dentro de Na" ¢ aproximadamente 1.5 vezes a
corrente para fora de K.

O balango osmético da célula. Apesar de os ions permeaveis, Na', K™ e CI
moverem-se passivamente através da membrana em resposta a forgas elétricas e
quimicas, os grandes anions internos ndo o fazem. Assim, numa célula sem
bombas, os ions iriam se distribuir de uma maneira tal que o nimero de

moléculas osmoticamente ativas dentro da célula seria maior que fora dela.
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Com isso a adgua se moveria através de seu gradiente de concentragdo para
dentro da célula. De fato, em células animais, a bomba Na /K" previne o
influxo de 4gua. Como mais Na" é bombeado para fora do que K™ é bombeado
para dentro, a bomba diminui a osmolaridade do fluido intracelular e equilibra o

efeito dos anions impermeéveis no citosol (SARGENT, 1992).
O cloreto é um ion abundante no fluido extracelular. No entanto, em muitas células
o potencial de equilibrio do cloreto (E¢j) ¢ muito proximo ao potencial de membrana. Em
células que ndo possuem transporte ativo de cloreto, como fibras de musculo esquelético, o
cloreto se distribui passivamente através da membrana de maneira a atingir o equilibrio, ou
seja: E¢; = potencial de membrana. Se o potencial de membrana for alterado de maneira
que o CI ndo esteja mais em equilibrio, o Cl" se movera através da membrana de maneira
que seu gradiente de concentragdo equilibre o gradiente elétrico. Desta forma, o potencial
de membrana determina o gradiente de concentra¢do de Cl através da membrana, e ndo ao
contrario. A permeabilidade ao cloreto ¢ importante na determinag¢ao de qudo facilmente a

célula se despolariza (SARGENT, 1992)
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Figura I.7. Representacio esquematica da membrana plasmatica com canais de sédio
(azul), potassio (verde) e cloro (amarelo), a bomba Na'-K'ATPase (lilas) e a
distribuicio assimétrica dos ions e anions organicos impermeaveis (A) através da
membrana. A Na'-K'ATPase bombeia ativamente Na* para fora e K' para dentro da
célula contra o seu gradiente eletroquimico. Em condicées de equilibrio, os fluxos de
Na' e K' direcionados pela bomba sio balanceados por correntes passivas desses ions

através de canais especificos (Modificado de KANDELL, 1995).

I. 5.CANAIS IONICOS ATRAVES DA MEMBRANA CELULAR

A maior parte da membrana celular ¢ quase completamente impermeével aos ions.

Estes podem atravessa-la através de canais i0nicos ou de transportadores, como a bomba
+ -+ , , c A , . . ~

Na' /K" por exemplo. O fluxo de ions através de canais i6nicos ¢ passivo. A dire¢do e o

equilibrio do fluxo i6nico através de um canal ndo ¢ determinado pelo canal, mas sim pela
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forga eletroquimica a qual um determinado ion ¢ submetido. A for¢ca motriz eletroquimica
¢ determinada por dois fatores: 1) a diferenga de potencial elétrico através da membrana e
2) o gradiente de concentracdo do ion através da membrana.

Algumas células geram sinais elétricos periddicos de maneira autébnoma, outras
permanecem silenciosas até que sejam estimuladas. Esses sinais surgem da acdo de vérias
combinagdes de canais i0nicos, que sdo proteinas que atravessam a membrana plasmatica.
A abertura e o fechamento dos canais ¢ altamente regulado, sendo que diferentes canais
tem especificidades ionicas diferentes e diferentes modos de regulacdo. O gradiente de
concentragdo idnico através da membrana ¢ a base da energia para os sinais elétricos.
Quando canais i6nicos estdo abertos, os ions se movem através do canal ao longo de seu
gradiente eletroquimico. Seu movimento liquido através da membrana constitui uma
corrente que altera o potencial de membrana e gera um sinal elétrico. A densidade,
especificidade, modo de regulagdo e cinética dos canais i6nicos na membrana determina
suas propriedades elétricas e os sinais elétricos que vai gerar (SARGENT, 1992).

A maioria dos canais sdo altamente seletivos a apenas um tipo de ion que ira
atravessa-los. Essa seletividade ¢ baseada no tamanho, carga e hidrata¢dao dos ions. Todos
os canais i0nicos estudados até agora apresentam um ou mais estados conformacionais
relativamente estaveis, ou seja, cada canal idnico tem pelo menos um estado aberto e um
ou dois estados fechados. Alguns canais sdao regulados por ligantes quimicos, que podem
ser neurotransmissores ou horménios no meio extracelular que se ligam ao lado
extracelular do canal, ou podem ser segundo-mensageiros dentro da célula que atuam no
lado citoplasmatico do canal. Outros canais ionicos sdo influenciados por mudangas no
potencial de membrana da célula e outros por estiramento mecanico ou pressao da célula.
Alguns canais sdo regulados por mais de um desses trés tipos de fatores. Um canal sob

influéncia desses fatores reguladores pode entdo entrar em um dos trés estados funcionais a
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seguir: a-fechado e ativavel (repouso) , b-aberto (ativo) e c-fechado e ndo ativavel
(refratario). Cada célula tem varios tipos de canais i0nicos em suas membranas plasmaticas
(KANDEL et al., 1995). Contudo, os canais de calcio e os de potassio dependentes de ATP
serdo analisados com maior énfase por terem uma participacdo mais relevante neste

trabalho.

I. 6. PRINCIiPIOS GERAIS SOBRE REGISTROS INTRACELULARES

Uma célula deriva suas propriedades elétricas primariamente das propriedades
elétricas de sua membrana. Uma membrana por sua vez, adquire suas propriedades
elétricas de seus lipideos e proteinas, como os canais idnicos e transportadores. Existe uma
diferenca de potencial elétrico entre o interior e o exterior das células. Um objeto
carregado (ion) ganha e perde energia conforme se move entre lugares de diferentes
potenciais elétricos, da mesma maneira que um objeto com massa se move ‘para cima’ e
‘para baixo’ entre pontos com potencial gravitacional diferentes. Diferencas de potencial
elétrico sdo normalmente denominadas como ¥ ou AV e medidas em volts , por isso,
potencial também ¢ chamado de voltagem. A diferenca de potencial através da célula
relaciona o potencial do interior da célula com o da solugdo externa. O potencial da
solugdo externa convencionou-se ser zero. Em outras palavras, o potencial de membrana
(Em), € definido como o potencial dentro da célula menos o potencial fora da célula e,
como usualmente o potencial fora da célula ¢ considerado zero, o potencial de membrana ¢
simplesmente o potencial intracelular.

Diferencas de potencial entre dois pontos separados por um isolante sdo maiores do
que as diferengas entre esses pontos separados por um condutor. Assim, a membrana

lipidica, que ¢ um bom isolante, tem uma diferenca de potencial através dela. Essa
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diferenca de potencial (potencial transmembrana) ¢ menor do que 0.1V, normalmente fica
em torno de 30 a 90 mV em células animais, mas pode ser de até 150 — 200 mV em células
vegetais. Por outro lado, as solugdes ricas em sais do citoplasma e¢ do sangue sdo
condutores bastante eficientes, e portanto no equilibrio, normalmente ha apenas diferencas
de potencial muito pequenas (raramente mais de poucos milivolts) entre quaisquer dois
pontos dentro do citoplasma de uma célula ou dentro da solugdo extracelular.

Equipamentos eletrofisiologicos possibilitam que sejam medidas diferengas de
potencial (voltagem) em sistemas bioldgicos. Potenciais de membrana podem ser medidos
com microeletrodos de vidro, que sdo feitos de tubos capilares puxados para terem uma
ponta muita fina e preenchidos com uma solugao salina concentrada. Esse microeletrodo ¢
conectado por um fio ao amplificador. Um fio de cloreto de prata também chega ao
amplificador. Essa combinac¢do de microeletrodo, fio de cloreto de prata e amplificador ¢
uma ferramenta muito sensivel para medir potenciais na regido externa imediatamente
adjacente a ponta do microeletrodo. Na pratica, o amplificador ¢ zerado com o fio de
cloreto de prata e o microeletrodo fora da célula, ambos na mesma solugdo do banho, e
entdo o microeletrodo ¢ direcionado até que subitamente penetra através da membrana
plasmatica. Imediatamente o amplificador relata uma mudanca negativa no potencial
medido. Esse é o potencial de repouso da célula. Valores tipicos ficam entre —40 e
—100mV (HILLE, 1992).

Equipamentos eletrofisiologicos também podem medir corrente, que ¢ o fluxo de
cargas elétricas passando por um ponto por unidade de tempo. Corrente (I) ¢ medida em
amperes (A). Normalmente as correntes medidas por equipamentos eletrofisiologicos
variam entre picoamperes e microamperes. Correntes fluem através de resistores e
condutores. Os dois termos de fato sdo complementares, o primeiro indica as barreiras ao

fluxo de corrente e o segundo indica os caminhos para a corrente. Em termos quantitativos
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a resisténcia R (unidade: ohms (Q)) € o inverso da condutancia G (unidade: siemens (S)).
Condutancias lado a lado, ou seja, em paralelo, se somam (SHERMAN-GOLD, 1993).

Para eletrofisiologia, talvez a lei da eletricidade mais importante ¢ a lei de Ohm
que diz que a corrente (I) € igual ao produto da diferenca de voltagem através do condutor
(AV) e da condutancia (G).

[=AVxG ouem termos de resisténcia:

[=AV/R

Alternativamente, a diferenga de potencial (AV) entre dois pontos ligados por uma
resisténcia R e uma corrente I ¢:

AV =1xR ouem termos de condutincia:

AV =1/G

Os canais i6nicos na membrana plasmatica das células podem ser representados
como resistores ou condutores em paralelo atravessando a membrana lipidica isolante. A
condutancia elétrica total da membrana ¢ a soma de todas essas condutancias unitarias em
paralelo. E uma medida de quantos canais idnicos estio abertos, quantos ions podem

passar por eles e com que facilidade os ions passam (HILLE, 1992).

I. 7. CALCIO CELULAR

: 2+
Quase tudo que fazemos ¢ controlado pelo Ca”™ - como nos movemos, como nossos
coragdes batem e como nossos cérebros processam informagdes e guardam memorias. Para
. . . 2+ . . .
que tudo isso seja feito, o Ca® atua como um mensageiro intracelular, relacionando

. - , .. 2+ e e . .
informagdes dentro das células para regular sua atividade. Por exemplo, Ca” inicia a vida
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na fertilizagdo e controla o desenvolvimento e diferenciagdo das células em tipos
especializados. Ele media a atividade subseqiiente dessas células e finalmente, esta
invariavelmente envolvido na morte celular. Para coordenar todas essas fungdes, os sinais
de Ca®" devem ser flexiveis e a0 mesmo tempo precisamente regulados. Essa versatilidade
incrivel se da gragas a possibilidade do ion de atuar nos diferentes contextos de espaco,
tempo e amplitude (BERRIDGE et al., 1998).

A nivel celular o Ca** vem de duas fontes: externa e interna. Pode entrar de fora da
célula passando por canais que atravessam a membrana plasmatica ou pode ser liberado de
estoques internos de Ca’’, através de canais no reticulo endoplasmatico ou
sarcoplasmatico, redes membranosas que sdao também locais de sintese protéica e
transporte.

Quando um canal de Ca®" se abre, uma nuvem altamente concentrada de Ca®" se
forma ao redor de seu poro, dissipando-se rapidamente por difusdo depois do canal se
fechar. Esses sinais localizados, que podem se originar de canais na membrana plasmatica
ou nos estoques internos, representam os eventos elementares — as unidades basicas da
sinalizacio com Ca”". As propriedades espaco-temporal desses eventos elementares, como
os ‘sparks’ (picos) de Ca*" ¢ os “puffs’ (rajadas) de Ca®", diferem dependendo da natureza
e localizacdo dos canais. Caracterizando esses sinais, pode-se descobrir como o repertorio
de sinalizacdo de Ca®" é elaborado. Essencialmente, esses sinais elementares tém duas
fungdes: eles podem ou ativar processos celulares altamente localizados nas proximidades
imediatas dos canais, ou recrutando canais ao longo de toda a célula, podem ativar
processos num nivel global. Diferentes tipos celulares selecionam combinagdes de sinais

2 ~ . . . .
elementares de Ca”" com pardmetros precisos para encaixar-se em sua fisiologia .
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a. Eventos elementares b. Onda de Ca** global c. Onda de Ca*" global
(intracelular) (intercelular)

Membrana

Figura L.8. Aspectos temporais da sinalizacio de Ca’". a., Eventos elementares
(vermelho) resultam da entrada de Ca’* externo através da membrana plasmatica ou
liberacdo de estoques internos no reticulo sarcoplasmatico ou endoplasmatico. Eles
geram concentracdes localizadas de Ca’* que podem ativar varios processos,
incluindo exportacio de material celular (1), abertura de canais de K' (2) e
metabolismo na mitocéndria (3). Os sinais de Ca’* também podem entrar no nucleo
(4). Todos esses processos respondem a concentracdées muito altas de Ca® que se
formam dentro do sub-dominio dos eventos elementares. b., Sinais globais de Ca’* sio
formados por coordenacido da atividade de eventos elementares que produzem uma
onda de Ca** através da célula. c., A atividade das células vizinhas dentro de um
tecido pode ser coordenada por uma onda intercelular que é transmitida de uma
célula a outra (BERRIDGE, et al., 1998).

. . 2+ .
As propriedades espacgo-temporais do aumento de Ca” intracelular, dependem da
. ~ . . ~ . 2+ 1 .
natureza e localizagcdo dos canais. A localizagdo subcelular dos canais de Ca”" ¢ crucial
. . .. 2+ . .
para direcionar sinais elementares de aumento de Ca” intracelular para diferentes
, . 2+
processos celulares. Por exemplo, em musculo liso ‘sparks’ de Ca”" que surgem localmente
S . . +
perto da membrana plasmatica, ativam canais de K* provocando o relaxamento muscular.
24 . , . ’
No entanto, quando o aumento de Ca” intracelular se d4 mais profundamente na célula,
. . 2+ , . ,
criando um sinal global de Ca”", o musculo se contrai. Este ¢ um exemplo de como a

. ~ . g o1 2+ .
organizagdo espacial possibilita que o Ca™ ative respostas celulares opostas na mesma

célula (BERRIDGE et al., 1998).
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De uma maneira geral, os gradientes de concentra¢io locais de Ca’" podem ser
agrupados em quatro categorias: 1) ondas de Ca*" (isto ¢, aumentos que se originam num
local especifico da célula e se alastram através do citoplasma); 2) aumentos locais de Ca*"
que podem durar varios segundos ¢ manterem-se restritos a uma parte da célula; 3) eventos
altamente localizados, do tamanho de poucos microns, como os ‘puffs’ ou ‘sparks’ de Ca*"
e 4) microdominios, na ordem de nanometros, como aqueles gerados na boca dos canais de
Ca®" (ZACCOLO et al., 2002).

Para que pontos de liberagio de sinais elementares de Ca*" produzam respostas
globais, os canais individuais devem se comunicar entre si para gerar ondas de Ca®" . Se as
cé¢lulas forem conectadas, essas ondas intracelulares podem se alastrar para células
vizinhas e transformar-se em ondas intercelulares que coordenam respostas celulares
dentro de um tecido (BERRIDGE et al., 1998).

Apesar das elevagdes de Ca>™ serem necessarias para que possa agir como um sinal,
aumentos prolongados na concentragio de Ca*" podem ser letais. As células evitam a
morte usando sinais de Ca®" de baixa amplitude, ou mais freqiientemente, liberando os
sinais de forma breve e transitoria (‘transients’). Esses principios se aplicam tanto aos
sinais elementares como aos globais. Os ‘transients’ unicos sdo usados para ativar certos
processos celulares, como secrecao de material celular de vesiculas ligadas a8 membrana ou
contracdo muscular. No entanto, quando a informacao deve ser mantida por periodos mais
longos de tempo, as células usam sinais repetitivos, conhecidos como oscilagdes de Ca*".
Tanto os eventos elementares como os sinais globais podem oscilar, mas eles t€ém periodos
bem diferentes. Por exemplo, enquanto o periodo de ‘sparks’ elementares de Ca’" em
musculo arterial liso ¢ de 0.1-0.5segundos, ele ¢ de 10-60 segundos para ondas globais em
células do figado, 1-35 minutos para ondas de Ca®" em ovos humanos ap6s a fertilizacio, e

. ~ 2 e~
10-20horas para os ‘transients’ espontaneos de Ca”" que controlam a divisdo celular.
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As células usam freqiiéncia modulada (FM) para variar a intensidade e natureza da
resposta fisiologica. Por exemplo, as artérias podem se dilatar quando a freqiiéncia dos
‘sparks’ de Ca”" ¢ aumentada, o que leva o musculo liso que recobre a artéria a se relaxar.
Além disso, variando-se a freqiiéncia dos sinais de Ca”" globais, diferentes genes podem
ser ativados. Para usar a sinalizagdo por FM, as células desenvolveram decodificadores que
respondem a freqiiéncia e longevidade dos sinais de Ca**. O mais bem conhecido exemplo
¢ provavelmente a enzima chamada proteina-quinase II dependente de calmodulina. Ela ¢
encontrada tanto em células animais como vegetais e regula outras enzimas que dependem
do Ca®". Ela funciona “contando” os sinais breves e transitérios de Ca’" e variando sua
atividade de maneira correspondente. A enzima é composta de muitas subunidades
idénticas, e essas sdo ativadas em diferentes graus, dependendo da freqiiéncia das
oscilagdes de Ca*” (BERRIDGE et al., 1998).

Além dos sinais de Ca*" serem altamente regulados, sua distribuicio nos diversos
compartimentos celulares também o ¢, pois como ja foi mencionado, o Ca”" livre em altas
concentracdes leva a morte celular. O gradiente de concentragio de Ca®" existente através
da membrana plasmatica ¢ de 10.000 vezes, quando considerado o calcio livre. A
manuten¢do deste gradiente depende de diversos fatores relacionados com a movimentagao
do ion na membrana plasmatica e na membrana de organelas que sdo capazes de armazenar

J . ~ 24 1- . , ~
o calcio. Os compartimentos e a concentragdo de Ca™ livre ou ligado a proteinas estdo

representados na figura .9 (RASMUSSEN & BARRET, 1988).
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Figura 1.9. Representacio das concentracdes de Ca** nos diferentes compartimentos
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celulares. Ca™" - calcio livre; Ca. - calcio liga a proteinas.

Em cada membrana ha 1) um fluxo passivo de cdlcio a favor do gradiente de
concentragdo e 2) um bombeamento no sentido inverso, dependente de energia.

Como o gradiente de concentra¢io de Ca®" é muito alto na membrana plasmatica, é
necessario manter baixa a concentragio de Ca®’ intracelular com gasto de energia. A
energia necessaria para manter este gradiente representa menos de 1% do consumo basal
de energia da célula. O baixo consumo ¢ devido ao fato de a permeabilidade da membrana
ao Ca’" ser muito baixa. Sua entrada na célula esta restrita a canais especificos que sdo
controlados por diversos fatores. As caracteristicas destes canais serdo discutidas mais
adiante.

A célula, quando ativada por um hormoénio ou transmissor, aumenta de 2 a 4 vezes
a taxa de influxo de Ca®" através dos canais de Ca®" na membrana plasmatica. Este influxo

e, -~ . 2+ .
leva a um aumento transitério da concentragdo intracelular de Ca”’, gerando assim, um
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sinal mensageiro, como ja foi descrito acima. Para manter a homeostase do Ca*" no
citoplasma, as membranas plasmatica, do reticulo endoplasmatico e das mitocondrias
contém um sistema autorregulatorio que bombeia o Ca®" para fora do citoplasma,
reduzindo assim sua concentragdo citoplasmatica.

Na membrana plasmatica existem pelo menos dois tipos de mecanismos
dependentes de energia que bombeiam o Ca*" para fora da célula. O primeiro é o sistema
de troca Na™-Ca®’, que utiliza o gradiente de Na' através da membrana (mantido pela
atividade da bomba de Na”) para dirigir o efluxo de Ca”". Este sistema apresenta uma
estequiometria de 3Na" para 2Ca®’. Este sistema opera com alta capacidade e baixa
afinidade, sendo importante para dirigir grandes quantidades de Ca®" para fora da célula, e
ocorre principalmente nas células eletricamente excitaveis. O segundo sistema ¢ a bomba
Ca”*-ATPase, que é caracterizado por ter baixa capacidade ¢ alta afinidade. Este sistema é
relevante na manutencio da homeostase intracelular. Esta bomba de Ca>" ¢ regulada por
diversos fatores. O aumento da concentra¢io citoplasmatica do Ca" leva ao aumento da
atividade da bomba, com gasto de energia. Sua atividade ¢ modulada principalmente
através da ativagdo da calmodulina (PETERSEN et al., 1994).

No reticulo endoplasmatico o Ca®" é capturado para ser armazenado ligado a
proteinas. Nesta membrana o fluxo de Ca®" ¢ feito também através de uma bomba de Ca*'-
ATPase. Ja a liberagio do Ca*" de seu estoque & feita principalmente através de canais de
Ca”" induzidos por inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). Esta liberacio ¢ controlada por horménios
que ativam o metabolismo do IP; (TSE et al.,1994).

A mitocondria tém um papel secundario na homeostase do Ca*" celular. Sua funcio
se restringe a um depdsito em momentos em que ocorre excessiva captagio de Ca”" pela
célula. A concentragio de Ca®" livre na matriz ¢ semelhante a do citoplasma quando a

I , ~ ~ 2+
célula estd em repouso ¢ aumenta em fun¢do do aumento da concentracdo do Ca
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citoplasmatico. O movimento do ion se faz através de um uniporte dirigido por um

gradiente proton-eletroquimico na membrana.

1.8. CANAIS DE CALCIO

Existe uma grande diversidade de canais de calcio, caracterizados por diferengas
fundamentais nos mecanismos que governam sua abertura e fechamento. Alguns canais se
abrem quando um neurotransmissor ou um hormonio ocasiona variagdes na diferenca de
potencial elétrico através da membrana e sdo denominados canais de calcio dependentes de
voltagem (CCDV). Outros se abrem quando o ligante interage com o receptor de
membrana celular associado a canais de membrana e s3o chamados canais de calcio
ligados ao receptor. Neste caso, a abertura dos canais pode se dar pela agdo de segundos
mensageiros, pela fosforilagio do canal, por acdo da proteina G, pelo proprio Ca*’

intracelular ou pela ligagdo direta do hormdnio ou neurotransmissor ao propio canal.

I. 8.1. CANAIS DE CALCIO LIGADOS AO RECEPTOR

A atividade dos canais de Ca”" ligados ao receptor esta relacionada com a ativacio
direta do canal i6nico através da ligagdo do receptor com o hormonio. Estes canais
geralmente t€ém uma cinética rapida e como exemplo pode ser citado o receptor nicotinico
da acetilcolina ou do GABAa (DOLPHIN, 1991). Tem-se descrito também um fluxo de
calcio independente da voltagem na ativagdo de o-adrenoceptores e de receptores de
aminodcidos excitatorios (SPEDDING & PAOLETTE, 1992). O receptor do glutamato

esta diretamente associado a dois tipos de canais catidnicos nao-seletivos: p AMPA (4acido
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So- amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazopropidonico) e o NMDA (4cido N-metil-D-
aspartico), envolvidos na transmissdo sinaptica (JONAS, 1993).

Pouco ¢ conhecido sobre a biologia molecular de canais seletivos ao Ca®"
associados ao receptor. Sua ativacdo pode ser direta, com a ligacdo do hormdnio a seu
receptor, ou pode ser regulada pela intermedia¢do da proteina G, ou por eventos de
fosforilacdo e defosforilagdo do canal (HOSEY & LAZDUNSKI, 1988). Entretanto tem-se
apontado cada vez mais que os eventos de regulacdo através da proteina G e de
fosforilagdo do canal servem como intermediario sobre a ativacdo de canais de calcio

dependentes de voltagem (WICKMAN & CLAPMAN, 1995; XIONG, ef al.,1994).

I. 8.2. CANAIS DE CALCIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM

Os canais de calcio dependentes de voltagem (CCDV) fazem parte de uma grande
familia de canais que consistem em proteinas de membrana cuja atividade ¢ modulada pela
variagao do potencial de membrana. Os canais sensiveis a voltagem podem existir em trés
estados funcionalmente distintos: fechados, abertos e inativos. Tanto o estado fechado
como o inativado ndo sdo condutores. Os CCDV podem ser inativados por uma
despolarizag¢do prolongada quando se tornam refratarios (CATTERRAL, 1995). Apesar da
predominancia do controle do canal ser a modificacdo do potencial da membrana, esta
sensibilidade pode ser modificada por alguns fatores como: a fosforilagdo do canal, a
ligagcdo de uma proteina G ao canal e a ligagdo de fa&rmacos com afinidade especifica aos
canais. Por isso deve-se tomar cuidado quanto a classificagdo em relacdo a faixa de
voltagem no qual o canal ¢ ativado pois, esta sensibilidade pode variar em funcdo dos

fatores supra citados (SPEDDING & PAOLETTE, 1992)
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A descri¢io inicial de correntes de Ca®" no miocardio por REUTER (1967) iniciou
uma série de trabalhos para definir as propriedades dos canais de Ca*” dependentes de
voltagem. TSIEN e colegas (1990) identificaram eletrofisiologicamente e
farmacologicamente diferentes canais que foram chamados tipo L (para “long lasting”; de
longa duracdo) tipo T (para “transient, tiny”; transitério, mindsculo) e tipo N (para
neuronal, nem L nem T). Subseqiientemente, LLINAS e colegas (1989) mostraram
evidéncias da existéncia de canais de calcio voltagem dependentes com alto limiar de
ativacao que foram chamados de canais tipo P (para células de Purkinje) (SPEDDING &
PAOLETTI, 1992).

Canais de calcio dependentes de voltagem, causam um rapido influxo de Ca*" para
dentro das células quando a membrana ¢ despolarizada. Eles t€ém um papel importante em
neurdnios, musculo esquelético, cardiaco e liso, mas também em células nao excitaveis
como células endécrinas, linfocitos e espermatdcitos. Esses canais estdo envolvidos em
eventos sindpticos de transmissdo de sinais, acoplamento excitacdo-contracao,
acoplamento excitacdo-secre¢do, fungdo marcapasso, crescimento celular, proliferagao
celular e apoptose (STAES et al., 2001).

Baseados em suas propriedades eletrofisiologicas e farmacologicas, os canais de
calcio dependentes de voltagem podem ser funcionalmente classificados em seis classes de
correntes de Ca*" designadas L-, N-, T-, P/Q-, e R- (TSIEN et al. 1991; HOFMANN et al.,
1999). Os canais de calcio consistem de complexos de uma subunidade formadora de canal
- o com subunidades a, 8, B e y. Canais de Ca’” que contém subunidade Ca,2.2 a
(antigamente chamada de o) sdo responsaveis por correntes tipo N, e canais de Ca®"

contendo subunidade Ca,2.1 o, (antigamente chamada de o,;4) sdo responsaveis pelas

correntes de Ca”" tipo P e Q (HERLITZE et al., 2001).
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I. 8.2.1. CANAIS DO TIPO L

Canais do tipo L s3o amplamente distribuidos nos tecidos, particularmente no
coragdo e musculo liso. Estes canais sdo caracterizados por serem ativados por faixas de
alta voltagem e inativados lentamente. Apresentam uma condutancia de 22 a 27 ps quando
registrado um s6 canal. Sdo altamente sensiveis a trés classes de farmacos: as
fenilalquilaminas, as benzodiazepinas e as dihidropiridinas (SPEDDING & PAOLETTI,
1992).

= Fenilalquilaminas: o verapamil ¢ a fenilalquilamina mais utilizada clinicamente
por sua capacidade de bloquear os canais tipo L, sendo utilizado principalmente no
tratamento de arritmias cardiacas. O sitio de ligacdo do verapamil no CCVD esta
localizado na subunidade a-1. A afinidade das fenilalquilaminas aos canais do tipo L
depende das mudangas conformacionais moduladas pela variacdo do potencial. O estado
inativado do canal tem mais afinidade, seguido pelos estados aberto e fechado. Além disso,
a ligagdo das fenilalquilaminas ¢ alostérica, inibindo a ligagdo das demais classes de drogas
(HOCKERMAN et al., 1997).

= Benzodiazepinas: o diltiazem ¢ o composto desta classe mais utilizado
clinicamente. Esta substancia ¢ relativamente seletiva para os CCDV do tipo L, sendo que
em altas concentragdes ¢ capaz de bloquear outros tipos de CCDV (DIOCHOT et al.,
1995). O bloqueio provocado pelo diltiazem se da pela sua rapida ligacdo no estado aberto
do canal, além de se ligar ao estado inativado preferencialmente. (HOCKERMAN et al.,
1997). O sitio de ligagao se encontra na subunidade ol do canal. Devido a ligagdo das
benzodiazepinas ser alostérica, sua ligagdo no sitio inibe a ligagdo das fenilalquilaminas e

estimula a liga¢do das dihidropiridinas no canal L (De POVER et al.,1982).
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= Dihidropiridinas: as dihidropiridinas sdo moduladores alostéricos e podem agir
sobre os CCDV do tipo L tanto como agonistas, favorecendo o estado aberto, como
antagonistas, favorecendo o estado inativado. Esta acdo especifica depende da estrutura da
droga, mas pode depender também do potencial de membrana, da freqliéncia de
estimulacdo e do estado conformacional resultante do canal (McDONALD et al., 1994).
As dihidropiridinas mais usadas sdo o Bay K 8644 (agonista) e a nifedipina (antagonista).

O célcio que entra em midcitos cardiacos através de canais de Ca*" dependentes de
voltagem (CCDV) do tipo L, ¢ a base do platoé do potencial de a¢@o e inicia a contragdo. As
correntes de Ca”" do tipo L sdo dinamicamente reguladas por proteinas quinase ativadas
por segundo-mensageiro e proteinas G. A atividade aumentada dos canais de Ca>" tipo L
devido a ativacdo de receptores [-adrenégicos e fosforilagdo de proteinas quinase
dependentes de cAMP, contribui para um aumento na freqiiéncia cardiaca e¢ forca de
contra¢do quando o sistema nervoso simpatico atua (McDONALD et al., 1994).

Os canais do tipo L sdo constituidos por 5 subunidades, conhecidas como o, o, B,
v e 8. Estudos de clonagem molecular revelaram que as corrente de Ca®™ do tipo L em
midcitos cardiacos sdo originadas de canais de Ca,1.2 que consistem de subunidades o 5,
B1 ou B, e a0. A subunidade a; contém locais de fosforilagdo importantes e pontos de
ligagdo para alguns antagonistas de calcio. E a subunidade o; que forma o poro ion-
seletivo, possui o sensor de voltagem e contém o ponto de ligacdo para as drogas
antagonistas de célcio. As subunidades B e 0,0 modulam as fungdes do canal e aumentam
a expressao funcional (HOFMANN et al.,1999).

A regulagdo dos canais de Ca*" do tipo L em células de musculo liso e musculo
cardiaco por mecanismos de sinaliza¢ao por receptor que ativam proteina quinase C (PKC)

estd bem estabelecida: agonistas a-adrenérgicos, ATP intracelular, ATP extracelular,
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glicocorticdides, arginina-vasopressina, polipeptidio ativador da adenilato-ciclase da
pituitaria e angiotensina II, todos regulam correntes de Ca®" do tipo L através do
mecanismo da PKC. A modulacdo dessas correntes pela PKC resulta num aumento
transitorio seguido de um decréscimo ou apenas num decréscimo da atividade do canal em
midcitos cardiacos isolados e células de musculo liso. As razdes para as diferentes
respostas dos canais a ativagdo da PKC observada em diferentes estudos sdo desconhecidas

(Mc HUGH et al., 2000).

I. 8.2.2. CANAIS DO TIPO T

Os canais do tipo T (transitério) tem caracteristicas eletrofisiologicas muito
diferentes das dos canais do tipo L. Sdo ativados em potenciais muito negativos, variando
entre =50 a =30 mV com corrente de pico por volta de —20mV e por isso sdo também
chamados de canais ativados por baixa voltagem. A inativagdo da corrente macroscépica €
voltagem dependente mas Ca*" independente. Canais do tipo T se desativam lentamente,
originando correntes de cauda de longa duracdo durante a repolarizagdo. Essas
propriedades s3o funcionalmente importantes para inducdo de grandes correntes para
dentro de Ca®" seguindo rapidas despolarizagdes durante um potencial de a¢io (STAES et
al., 2001). Parecem ser importantes para atividade marcapasso em diferentes tecidos. Eles
sao encontrados numa variedade de tecidos e estdo em alta concentracdo no nodo
sinoatrial, no nodo atrioventricular, no tecido de condugdo especializado do coracdo, em
células de musculo liso e em neuronios (SPEDDING & PAOLETTI, 1992).

A composicdo das subunidades dos canais tipo T ainda é desconhecida, mas

conttm ao menos uma subunidade a;, responsdvel pela sensibilidade a voltagem,
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seletividade i0nica, condutdncia i6nica e ligacdo a alguns bloqueadores de canal
(HOFMANN et al., 1999).
Existem poucos bloqueadores especifico para canais do tipo T , contudo o Ni™",

amiloride e octanol possuem alguma seletividade para o canal (MORI et al., 1993).

I. 8.2.3. CANAIS DO TIPO N

O canal do tipo N ¢ caracterizado por ser ativado por alta voltagem como o canal tipo L,
mas difere deste ultimo por ser insensivel as dihidropiridinas. A atividade destes canais
estd relacionada com a liberagdo dos neurotransmissores, ou eventos que seguem a
despolarizagdo do terminal nervoso na transmissdo sinaptica em neurdnios. Estes canais
podem também ser modulados por sistemas de segundo mensageiros ligados a membrana,
como a proteina G, em diversos tecidos (SPEDDING & PAOLETTI, 1992). Ele ¢ sensivel
a m-conotoxina, toxina produzida por um molusco marinho, Conus geographus. Esta
proteina ¢ altamente seletiva aos canais tipo N e sua ligagdo irreversivel produz a inibi¢ao
da atividade do canal. Toda uma gama de conotoxinas foram descritas como tendo
seletividade para subtipos de canais tipo N (OLIVERA et al., 1994; GANDIA et al.,1997).

A estrutura molecular do canal tipo N estd bem estabelecida, sendo que sua
estrutura apresenta homologia em trés subunidades com o canal do tipo L: oy, an e B
(MORI et al., 1993). O complexo protéico do canal tipo N apresenta uma subunidade

Ca,2.2 a; que o diferencia dos outros tipos de canal de célcio (HERLITZE et al., 2000).
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I. 8.2.4. CANAIS TIPO P/Q E TIPO R

Canais do tipo P foram inicialmente descritos baseando-se em correntes em células
cerebrais de Purkinje resistentes as dihidropiridinas e as conotoxinas e mais tarde foram
descritos em diversos outros neurdnios centrais e periféricos através de estudos de
‘binding’ com ®-Aga IVA. Estes canais sdo ativados por alta voltagem. O bloqueador
especifico dos canais tipo P/Q ¢ a m-Aga IVA, uma toxina presente no veneno da aranha
americana “funnel-web”, Agelenopsis aperta. Esta toxina requer o estado aberto do canal
para ter acesso ao seu sitio de ligagdo e quando se liga inativa-o (OLIVERA et al., 1994).
Canais de Ca®" que contém uma subunidade Ca,2.1 o, sdo responsaveis pelas correntes de
Ca®" tanto do tipo P quanto do tipo Q (HERLITZE et al., 2000).

O canal do tipo R corresponde a uma corrente residual de Ca*" que permanece em

cultura de neurdnios quando bloqueados os canais tipo L, N e P/Q. Sua fun¢do permanece

desconhecida (OLIVERA et al., 1994).

I. 9. CANAIS DE POTASSIO

Os fons potéssio apresentam fungdes relacionadas com a geracdo de sinais elétricos
na membrana e com a manuten¢do do potencial de membrana no repouso, juntamente com
os fons cloro. Estas propriedades se devem ao fato de o potencial de equilibrio do potassio
se encontrar em valores muito negativos, geralmente abaixo do nivel de repouso, e
apresentar uma permeabilidade relativamente alta. Assim sendo, partindo do repouso,
quando houver maior fechamento dos canais de K™ ocorrera uma despolariza¢io devido a
reducdo do efluxo de K', e quando houver maior abertura desses canais ocorrerd uma

hiperpolarizac¢do pelo aumento do efluxo do ion (HODGKIN & HOROWICZ, 1959).
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Canais de K', originalmente identificados como as entidades moleculares que
mediam fluxos de ions K™ através da membrana dos nervos na geracdo de potenciais de
acdo, sdo agora conhecidos em virtualmente todos os tipos celulares em todos os
organismos, onde eles estdo envolvidos numa variedade de fungdes fisiologicas (MILLER,
2000).

Os canais de K™ sdo os mais numerosos e com maior diversidade se comparados
aos demais canais. Existe uma grande variabilidade dos canais de K" nos diferentes tecidos
e entre os tipos celulares do mesmo 6rgdo, quando consideramos os tipos e/ou a densidade
de canais (BARRY & NERBONNE, 1996). Eles sao proteinas tetraméricas integrais da
membrana que formam poros aquosos transmembrana através dos quais especificamente o
K" permeia. Muitas subfamilias moleculares de canais de K™ sio conhecidas, ¢ essas
correspondem grosseiramente aos sinais fisiolégicos pelos quais a abertura dos canais ¢
controlada, como por exemplo voltagem, Ca*", proteina G e poliaminas. A estrutura do
canal de K" bacteriano é conhecida com alta resolugdo, ¢ ela revela a base quimica para a
permeagio seletiva do K. Os genomas de humanos, Drosophila e Caenorhabditis elegans
contém 30-100 genes de canais de K' cada, e alguns deles ainda estdo sujeitos a “splicing”
alternativos. Varias doengas genéticas humanas, como as patologias envolvendo arritmias
cardiacas, surdez, epilepsia, diabetes e ma regulacdo da pressdo arterial, sdo causadas pela
ruptura de genes para canais de K.

Os canais de K sdo os membros fundadores da “superfamilia-S4” de canais idnicos
dedicados a sinalizagdo elétrica, os quais, excetuando-se os canais de K', sio encontrados
exclusivamente em eucariotos. Os canais dependentes de nucleotideos ciclicos (CAMP por
exemplo) evoluiram dos canais de K via a aquisicdo de um dominio de ligagio para
nucleotideos ciclicos perto do terminal carboxil; os canais de Ca’" e Na', cada um dos

. g ~ ¢~ . , . +
quais ¢ um mondmero contendo quatro repeticdes internas, evoluiram dos canais de K
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através de duas duplica¢des de genes, sendo que os canais de Ca*" surgiram em organismos
unicelulares como os protistas e os canais de Na' surgiram com o aparecimento de
neurdnios em organismos multicelulares (MILLER, 2000).

Existem duas grandes classes de canais de K’ definidas pela topologia
transmembrana: o subtipo com seis hélices transmembrana ligado a voltagem (K,) ¢ o

subtipo de duas hélices transmembrana com retificacao para dentro (inward-rectifier) (Kj;).

(a)

(b)

Figura 1.10. Topologias de membrana e principais caracteristicas dos
subtipos de canais de potassio K, e K; (a, b). Representacio
esquematica da topologia de membrana de canais (a) K, e (b) K, .
Note que apenas uma subunidade da estrutura tetramérica é
mostrada. Hélices transmembrana sio numeradas S1-S6 em canais
Ky e M1 e M2 em canais K;. ; P= hélice do poro; S=seqiiéncia de
assinatura; N=termina¢do amino; C=terminacdo carboxil;
T1=dominio conservado T1. O lado extracelular é o lado de cima do
esquema. (MILLER, 2000)
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Os canais de K' sdo encontrados em tantos tipos celulares diferentes efetuando
tantas tarefas bioldgicas distintas que ¢ impossivel resumir todos eles aqui. Todos os canais
de K" no entanto efetuam uma funcdo basica: a formacdo de um “vazamento”
extremamente especifico para ions K. Como ja foi dito anteriormente, praticamente todas
as células mantém uma concentracdo citoplasmatica de K~ muito mais alta que a
extracelular e a abertura de um canal de K' automaticamente implica numa mudanca na
voltagem elétrica através da membrana plasmatica em direcdo 4 negatividade. Essa
mudanca é chamada de hiperpolarizacao e ocorre em diferentes contextos fisiologicos para
diferentes propositos.

De um modo geral, as atividades dos canais de K sdo reguladas de maneira
elaborada e estreita, tanto por controles de transcri¢do especificos de cada tecido como por
acdes bioquimicas nas proteinas do canal. Alguns canais de K’ sdo constitutivamente
ativos, mas a maioria atua transitoriamente, sendo regulados por sinais fisiologicos. Os
canais K, sdo ativados por mudancas de voltagem despolarizantes, alguns canais de K"
ativados por Ca®" sdo sensiveis tanto a voltagem quanto aos niveis citoplasmaticos de Ca*",
enquanto outros respondem apenas ao Ca’’, diferentes classes de canais Kj sdo
diretamente regulados por fatores intracelulares como proteinas G, nucleotideos ou
poliaminas. Além disso, a fosforilagdo de proteinas muitas vezes modula a sensibilidade
dos canais de K" para os sinais fisiologicos propriamente ditos, ou ¢ ela mesma o sinal de
ativacdo (MILLER, 2000).

Nesta se¢dio ndo serdo descritos todos os tipos de canais de K, devido a sua grande
diversidade e complexidade. Desta forma, serdo descritos apenas os canais envolvidos

diretamente no foco deste trabalho.
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L. 9.1. CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS AO ATP (Kartp)

Os canais Katp sdo amplamente distribuidos em uma variedade de tecidos e tipos
celulares onde eles acoplam mudangas do metabolismo intracelular a atividade elétrica da
membrana plasmatica, tendo portanto um importante papel tanto na fisiologia normal
quanto na patofisiologia. A abertura dos canais Karp levard o potencial de membrana em
diregdo ao potencial de equilibrio do ion potassio (perto de —80mV para a assimetria
fisiologica de K" extracelular/K " intracelular) (AGUILAR-BRYAN et al.,1998).

Os canais de Karp foram descobertos originalmente em coragdo e mais tarde foram
encontrados em muitos outros tecidos incluindo células B do pancreas, musculo
esquelético, musculo liso, cérebro, hipofise e rim. A atividade dos canais Katp € controlada
pela concentragdo de ATP e ADP intracelular ou seja, pelo equilibrio ATP/ADP. Quando
ha um aumento da razdo ATP/ADP, os canais se fecham e quando hd uma reducao dessa
razao os canais se abrem. Desta forma sua fun¢do esta estreitamente relacionada com o
estado metabodlico das células (MIKI et al., 1999).

Em midcitos cardiacos e esqueléticos, e em musculo liso vascular e neurdnios ainda
ha controvérsia se os canais de Karp sdo ativos em condi¢des fisioldgicas normais. Ja ¢
aceito no entanto que canais de Karp podem ser abertos, mesmo em miocitos isolados
quiescentes, por condi¢cdes de hipdxia ou isquemia, e sua corrente para fora ¢ suficiente
para reduzir a duragdo do potencial de acdo. Essa redug¢do diminui o influxo de Ca™,
diminuindo a forca contratil, o que reduz o consumo de ATP e que acaba por proteger a
célula durante periodos de restricdo metabdlica. Em células de musculo liso, que da mesma
forma que as células-B tém alta resisténcia, um pequeno nimero de canais de Kapp pode

influenciar o ténus vascular. Em neurdnios, a abertura de canais de Karp reduz a
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freqiiéncia de potencias de acdo, tendo novamente uma fungdo protetora (AGUILAR-
BRYAN et al.,1998).

As propriedades funcionais dos canais de Karp foram melhor caracterizadas em
células 3 do pancreas. Desde o descobrimento dos canais Katp em células B, o0 modelo no
qual a liberacdo de insulina dependente de glicose ¢ dependente do fechamento dos canais
Karp tornou-se amplamente aceito. Neste modelo, o aumento da razio ATP/ADP
decorrente do metabolismo da glicose, leva os canais Katp a se fecharem, despolarizando a
membrana das células-B3, levando a abertura de canais de célcio voltagem dependentes e
permitindo o influxo de Ca’". O aumento na concentragio de calcio intracelular nas
c¢lulas-p entdo dispara a exocitose dos granulos de insulina. Além disso, sulfoniluréias
como tolbutamida e glibenclamida, que sdo amplamente usadas no tratamento de diabetes
mellitus ndo dependente de insulina, estimulam a liberagdo de insulina por fecharem
diretamente os canais Katp (MIKI ef al.,1999).

Os canais de Kapp tém propriedades de canais de K" com retificacdo interna
(inward rectification). A estrutura molecular dos canais Katp foi revelada clonando-se o
receptor de sulfoniluréia (SUR) e membros da subfamilia de canais de K™ com retificacio
interna (K;6.0) (MIKI et al., 1999). A clonagem e reconstituicdo das subunidades desses
canais demonstrou que de fato, os canais Karp s@o hetero-multimeros de subunidades dos
canais de K~ com retificagio interna (Ki6.x) e receptores de sulfoniluréias (SUR),
membros da superfamilia “ATP-binding cassete” (ABC). Estudos recentes indicam que
SUR e K;;6.x se associam para formar um grande canal tetramérico (SUR/K;;6.x)s. As
subunidades K;6.x formam o poro do canal enquanto SUR ¢ requerida para ativacdo e

regulacdo (AGUILAR-BRYAN et al., 1998).
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Estudos de reconstitui¢do de canal indicam que os canais Karp de células 3
pancredaticas sdo provavelmente hetero-octameros formados por quatro subunidades SURI,
e quatro subunidades K;;6.2 (MIKI ez al., 1999).

Como SURI ndo ¢ expresso em musculo cardiaco e esquelético onde canais de
Karp estdo presentes, sugeriu-se a presenca de uma isoforma de SURI nesses tecidos. Foi
encontrada a isoforma SUR2A. No entanto essa isoforma tem a afinidade ~500 vezes
menor por glibenclamida que a SUR1. Altos niveis de mRNA de SUR2A ¢ expresso em
coracdo, musculo esquelético e ovario e niveis moderados sdo encontrados em ilhotas
pancreaticas, cérebro, lingua, testiculo e glandula adrenal (MIKI ef al., 1999).

Glibenclamida 1pM, concentracdo suficiente para bloquear correntes de canais
Karp de células B, inibiu apenas moderadamente a atividade do canal SUR2A/K;;6.2. Por
outro lado, abridores de canal Karp cardiaco, cromakalina e pinacidil, ativaram canais
SUR2A/K;;6.2. No entanto, diazoxida 100uM, concentragdo suficiente para ativar canais
Karp de células B, ndo ativou os canais SUR2A/K;6.2. Portanto, as propriedades
farmacolégicas e eletrofisiologicas de canais SUR2A/K;6.2 sdo similares aquelas dos
canais Katp descritos em musculo esquelético e cardiaco. Estudos até agora sugerem que
diferentes combinacdes de isoformas de SUR e suas variacdes e K;6.2 ou K;;6.1 podem ser
responsdveis em parte pela diversidade molecular e funcional dos canais Katp (MIKI et
al.,1999).

Os canais Katp sd0 muito conhecidos como alvo da acdo das sulfoniluréias, drogas
muito usadas como hipoglicemiantes como foi descrito acima. As sulfoniluréias mais
utilizadas como antagonistas (“fechadoras de canais™) sdo a glibenclamida (gliburida), a
tolbutamida e a glipzida. Alguns agonistas (“abridores de canais”) utilizados sdo a

cromakalina, a diazoxida e o pinacidil.
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Figural.11. Formula molecular da Glibenclamida. (HARDMAN et al. 1996)
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Figura 1.12. Formula molecular da Diazoxida. (HARDMAN et al., 1996)

H4 viérias outras descri¢des de envolvimento de canais de K™ na agdo hormonal,
como por exemplo, a investigacdo dos efeitos da melatonina sobre correntes de K™ em
cultura de células cerebelares de rato, onde se demonstrou a presenca de um receptor
funcional de melatonina e que a ativagdo desse receptor pode modular as correntes para
fora de K™ “outward current” ligando-se & uma proteina G sensivel a toxina pertussis
(HUAN et al., 2001). Em células foliculares que circundam os odcitos de Xenopus, a
aplicagio tanto de FSH ou de adenosina sob voltage clamp induz uma corrente de K. Essa
corrente de K se produz por um aumento de cAMP intracelular e é inibida por ATP. Essa
inibi¢do pode ser mediada por ativagdo da PKC sendo que o local de acdo da PKC parece

ser em algum ponto descendente na produ¢do de cAMP envolvida na abertura dos canais
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de K* (FUJITA et al., 2001). 17-B estradiol provoca uma queda no potencial da membrana
plasmatica de osteoclastos isolados de ave. Esta queda se d4 em segundos apds a
administragdo do estradiol e é bloqueada por ouabaina (bloqueador especifico da Na'K"
ATPase) e por BaCl, (inibidor do canal de K* com retificagio para dentro). Verapamil e
cloreto de lantanio (LaCls), inibidores de canais para dentro de Ca®™ e 44-
diisotiocianatostibene-2’2-acido dissulfonico (DIDS), um inibidor de canais de Cl" , ndo
afetaram a despolarizagdo. Os autores sugerem que o estrogénio regula osteoclastos através
da atividade de canais i6nicos (BRUBAKER & GAY, 1999). Em midcitos cardiacos, foi
sugerido que o fechamento dos canais K'atp pela glibenclamida leva a uma
despolarizagio da membrana e conseqiiénte aumento da permeabilidade ao Ca*" através da
ativagdo dos canais de Ca®" dependentes de voltagem do tipo L (KIM et al., 1997). Em
tubulos seminiferos de testiculos enriquecidos em células de Sertoli, a glibenclamida
rapidamente estimula (20 segundos) a captagio de Ca®" através de canais do tipo L e
produz alteracdes eletrofisioldgicas na membrana de células de Sertoli, resultando numa

despolarizacdo prolongada (MIRANDA et al., 1998).

I. 10. INTERACOES IONICAS E ELETRICAS NA MEMBRANA PLASMATICA DE CELULAS DE

SERTOLI

Em ratos adultos foi feita a medida do potencial transepitelial nos tibulos
seminiferos, e foi registrada uma diferenca de potencial entre o meio intratubular e o
plasma de aproximadamente 6mV, sendo o limen mais negativo (GLANDWELL, 1977).
J& CUTHBERT & WONG (1975) realizaram um extensivo estudo das caracteristicas

elétricas das células em tibulos seminiferos de ratos adultos utilizando a técnica de registro
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intracelular. Registraram o potencial de membrana das células (Em=-28+ 0.3mV , n=808).
Este potencial variou em fungdo da modificagio da concentracio de K’ externo. Nio
observaram efeito de varios hormdnios: FSH, LH, hCG e ocitocina, sendo que somente
prostaglandina E; causou uma despolarizagdo. Neste trabalho foi registrada uma resposta
fasica em um tipo celular diferenciado, onde ocorreu uma variacao periddica do potencial
de membrana (+ 3 por min) com aproximadamente 10 segundos de duracdo. Esta atividade
pode estar associada com contra¢des das células midides. Em ratos adultos a por¢do do
tubulo em que ocorrem estas atividades espontaneas parece estar relacionada com o ciclo
do epitélio.

Mais tarde, em uma seqiiéncia de estudos, Joffre e colaboradores observaram que o
FSH causa uma hiperpolarizacdo em células de Sertoli em cultura, de ratos de 17 dias e de
ratos de 7 a 37 dias com testiculos enriquecidos em células de Sertoli. As células foram
submetidas a um pré-tratamento de 24 horas com FSH, o que causou uma hiperpolarizagdo
dessas células independentemente da idade do rato, e os autores sugeriram que essa
hiperpolarizagio era relacionada a ativagio da bomba Na'/K', a um aumento no influxo
Na'/Ca®" ¢ um efluxo de K'. Os autores observaram ainda que sob as mesmas condi¢des, 0
dibutiril AMP ciclico produziu um efeito similar ao FSH e que o hCG nao teve efeito sobre
o potencial de membrana (JOFFRE et al., 1988; JOFFRE & ROCHE, 1988; ROCHE &
JOFFRE, 1989).

Em uma aplica¢do aguda do FSH em tubulos seminiferos de testiculos enriquecidos
em células de Sertoli, foi observado que este hormoénio produziu uma rapida
hiperpolarizacdo seguida de uma despolarizacdo mais lenta e mais pronunciada. Ambas
respostas foram dependentes da dose do FSH e a fase despolarizante foi bloqueada por
verapamil indicando um envolvimento dos canais de Ca’” voltagem dependente

(WASSERMANN et al.,1990). A fase despolarizante produzida pelo FSH ¢ potenciada e
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prolongada com a aplicagdo do aminoacido nao metabolizavel metilaminoisobutirico
(MeAIB) (WASSERMANN et al., 1992).

No primeiro estudo a utilizar a técnica de patch-clamp em células de Sertoli em
cultura, foi registrada uma corrente transitéria de célcio para dentro, provocada por uma
despolarizagdo da membrana. Os autores sugerem tratar-se de uma corrente de calcio
comparavel as do tipo T encontradas em células excitaveis (LALEVEE et al., 1997).

A estimulagdo P-adrenérgica em testiculos de ratos imaturos foi investigada por
WASSERMANN e colaboradores (1996). Foi observado que a adrenalina, a noradrenalina
e o isoproterenol, uma amina simpaticomimética sintética, que atua como um potente
agonista -adrenérgico nao seletivo, com baixa afinidade para receptores o-adrenérgicos,
promovem um aumento dos niveis de captagdo do aminoacido '“C-MeAIB. Este aumento
da captagdo de aminodcido se dd por um mecanismo relacionado aos receptores do tipo 31
e ¢ independente da estimulagdo da sintese protéica (WASSERMANN et al.,1996). O
isoproterenol, aplicado topicamente, mostrou uma resposta bifasica no potencial de
membrana de células de Sertoli: uma hiperpolarizagdo que iniciou 7-10 segundos depois da
aplicacdo da droga, seguida de despolariza¢do (LOSS et al.,1998). Em ambas as fases a
resisténcia diminuiu. Concomitantemente, o isoproterenol estimula a captagdo de **Ca*"
em células de Sertoli isoladas. Este efeito estimulatorio ¢ potenciado pelo Bay K 8644,
uma diidropiridina agonista dos canais de Ca>" tipo L. Os autores, baseando-se em seus
resultados com a nifedipina (antagonista de canais de Ca®" tipo L), sugerem que o
isoproterenol aumenta a captagio de **Ca”" por abertura dos canais de calcio voltagem
dependentes do tipo L, e que esses canais seriam ainda mais ativados com adi¢ao do Bay K
8644, que potenciaria esse influxo. O influxo de Ca*’, além da sua agio como segundo
mensageiro, estimularia entdo o sistema de cotransporte de Na -aminoacido. No mesmo

estudo foi comparado o efeito do retinol, vitamina A, substancia fundamental para a funcao
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testicular e espermatogénese (SKINNER, 1991). O retinol, aplicado tépicamente sobre os
tubulos seminiferos isolados, causou uma resposta oscilatéria imediata (<1s) no potencial
de membrana da célula de Sertoli, ¢ induziu uma redu¢do na resisténcia da membrana
(LOSS et al., 1998). O retinol também estimulou o acimulo de aminoécidos em testiculos
de ratos imaturos e o transporte de *Ca’>" em células de Sertoli isoladas e este efeito
também ¢ potenciado pelo Bay K 8644. No entanto os resultados com o uso da nifedipina
ndo foram capazes de esclarecer o mecanismo de acdo do retinol neste processo.

Em um estudo recente, foi demonstrado que células de Sertoli despolarizam
rapidamente sob agdo de ATP externo, e que essa despolarizacdo ¢ dependente de um
influxo de Na". Além disso, as células de Sertoli secretaram estradiol sob a acdo do ATP
de uma maneira dose-dependente, ¢ sugeriu-se a presenga de receptores purinérgicos-P2,
cuja ativagio induz aumento de Ca’" ¢ Na' intracelular, ¢ uma despolarizacio da
membrana dependente de Na” que leva a secreco de estradiol (ROSSATO et al., 2001).

O hormonio T3 também foi apontado como tendo efeito no potencial de membrana
de células de Sertoli. Foi observada uma hiperpolarizagdo dose dependente em células de

testiculos de ratos imaturos (SILVA et al., 2001).
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L. II. OBJETIVOS

A transmissao de sinal ¢ um dos temas dominantes da biologia hoje em dia. O
estudo da transmissdao de sinal procura essencialmente explicar o comportamento celular
elucidando os eventos moleculares pelos quais sinais extracelulares promovem uma
resposta intracelular. Nao héd duavidas de que a transmissao efetiva e bem regulada desses
sinais ¢ crucial para o comportamento celular normal.

Dentro dessa perspectiva ampla, o trabalho aqui apresentado teve como objetivo
geral, investigar os mecanismos de tradugdo de sinal rdpidos na membrana, ou seja, a acao
ndo gendmica da testosterona em células de Sertoli. Para tanto, foram estabelecidos os
seguinte objetivos especificos:

1- Avaliar o efeito da testosterona sobre a captacdo de **Ca*” em tempos curtos.

2- Testar o efeito da testosterona sobre o transporte do aminodcido nao

metabolizavel ['*C]-MeAIB.

3- Verificar a a¢do da testosterona sobre o potencial de membrana e sobre a

resisténcia da membrana.

4- Analisar o mecanismo i06nico responsavel pelo efeito da testosterona nos

parametros eletrofisioldgicos.
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II.  III. MATERIAIS E METODOS

I1I. 1. MATERIAIS

III. 1.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos nas idades indicadas em cada série de
experimentos, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude —
UFRGS. Os ratos ficavam com as maes at¢ o momento do experimento. As maes eram
mantidas com no maximo 8 filhotes em gaiolas individuais onde recebiam ra¢do Purina,
Nutripal (Porto Alegre-RS) e dgua “ad libitum”, com iluminagdo controlada em ciclos de

12horas.

Em alguns experimentos foram utilizados ratos com testiculos enriquecidos com

células de Sertoli (SCE).

III. 1.1.1. OBTENCAO DE RATOS COM TESTiCULOS ENRIQUECIDOS EM CELULAS DE

SERTOLI (SCE)

Os animais, machos e fémeas, eram colocados em salas coletivas desde o desmame.
O acasalamento era monogamico, sendo que 4 fémeas de 90 dias de idade eram colocadas
com 4 machos de 60-90 dias de idade em gaiolas separadas durante trés dias. A partir desse
momento, efetuou-se o controle da gestagdo, sendo considerado o seu inicio o segundo dia

de acasalamento.
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Para a obtencdo de testiculos enriquecidos em células de Sertoli (SCE), os fetos
foram irradiados ‘in utero’ . As ratas mdes, entre 0 19° ¢ o 21° dia de gestagdo foram
imobilizadas em um habitaculo para rato, e irradiadas com 125 rads de uma fonte de
cobalto [Co®] com uma delimita¢io do campo abdominal de 10X10 cm e uma distancia
fonte-pele de 50cm. Com o objetivo de determinar a efetividade da irradiagdo, foram
utilizadas técnicas de controle histologico, onde testiculos de ratos de 55 a 70 dias de idade
que foram submetidos a irradia¢do, foram comparados com testiculos de ratos da mesma
idade nao irradiados (grupo controle). Os testiculos foram retirados por uma incisdo
abdominal, seccionados ao meio e fixados em Bouin durante 6 horas. O material foi entdo
desidratado em alcool etilico e incluido em paraplast. Os cortes de 3uMm foram corados

com hematoxilina e eosina (H.E.) e montados com entelan.

II1. 1.2. SOLUCOES

I1I. 1.2.1. TAMPAO KREBS RINGER BICARBONATO (KRB)

Foi utilizado solucdo tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (KRb), como meio de
incubacdo em todos os experimentos, preparado imediatamente antes da realizagdo dos
experimentos. Todos os reagentes eram de pureza ‘pro-andlise’ (P.A) da E. Merck
(Darmstadt, Alemanha). O preparo da solugdo foi feita a partir de solugdes estoques

conforme tabela I1.1.
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Concentracdo das Solugoes Estoque Concentracdo Final

(e/L) | (M) no KRb (mM)
NaCl 180,00 3,08 118
CLORETO DE SODIO
KCl 9,20 0,123 4,7
CLORETO DE POTASSIO
KH,;PO, FOSFATO DE 4,22 0,031 1,2
POTASSIO MONOBASICO
NaHCO; 54,60 0,65 25
BICARBONATO DE SODIO
MgS0,.7H,0 7,64 0,031 1,2
SULFATO DE MAGNESIO
CaCl,.2H,0 9,60 0,065 2,5
CLORETO DE CALCIO
CsH ;1,04 25,00 0,14 5,5
GLICOSE

Tabela I1I-1. Composicdo salina e concentracdes presentes nas solucdes estoque de
KRbD e na solucao final.

Para o preparo do KRb, foram misturados volumes iguais de cada solucdo estoque,
acrescentando-se por ultimo o sulfato de magnésio e o cloreto de calcio. A solugdo era
entdo avolumada com 4agua destilada até o volume desejado, de modo a obterem-se as
concentragdes finais descritas na tabela II-1. A solu¢do era entdo gaseificada com
carbogénio (0,:CO,, 95:5, v/v), até que se atingisse o pH de 7,4, monitorado em pH-metro.

A solugdo assim obtida era mantida em gelo durante a prepara¢do do experimento.

I11. 1.2.2. TAMPAO KRB COM BAIXO CLORETO

Para os experimentos com baixo cloreto, o cloreto de sodio do tampao foi

substituido por gluconato de sodio (C¢H;;NaO7) em igual molaridade.
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I1I. 1.2.3. ME1IO DME/HAM’S F-12 - EAGLE MODIFICADO DULBECCO (DME)/ MISTURA

NUTRIENTE HAM’S F-12 (1:1)

O meio DME/Ham’s F-12 foi adquirido da Irvine (Santa Ana, CA, USA). Este
meio foi desenvolvido especificamente para cultivo de células somaticas testiculares,
segundo MATHER & PHILLIPS (1984), e tem sido o mais satisfatorio para estudos com
hormdnios nestas células. Foi utilizado durante todo o procedimento de isolamento das

células de Sertoli.

Foi preparado conforme o fabricante, ou seja, 10,3g de meio para 1 litro de dgua
destilada. Além disso foi acrescentado Hepes (3,5 g/L) e Bicarbonato de Sodio (1,2 g/L). O

pH foi acertado em 7,4 com NaOH IN.

II1. 1.3. SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Enzimas

» Colagenase/Dispase (Boehringer Mannheim — Alemanha). Esta enzima era
pesada e dissolvida em meio DME/Ham’s F12 no momento da preparacao das

células isoladas, conforme descrito adiante.

» Inibidor de Tripsina (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, USA). Da mesma
forma que a anterior, esta substdncia também era preparada no momento do

isolamento celular.
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Testosterona-Obtida da Sigma (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, USA). O
horménio foi diluido em etanol e adicionado a preparacdo para obter-se as concentragdes

finais desejadas. A solugdo final continha no maximo 1% de etanol.

17B-estradiol- Obtido da Sigma (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, USA). O
hormdnio foi diluido em etanol e adicionado a preparagdo para obter-se a concentraciao

final desejada.

Progesterona- Obtida da Sigma (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, USA). O
hormdnio foi diluido em etanol e adicionado a preparagdo para obter-se a concentraciao

final desejada.

Glibenclamida- Obtida da Reseach Biochemicals International (RBI-Natick, MA,
USA). Foi dissolvida em dimetilsulfoxido (DMSO), numa solu¢do mae de 10mM. A

solugdo final era de 10uM (0,1% DMSO).

Diazoxida- Obtida da Reseach Biochemicals International (RBI-Natick, MA,
USA). Foi dissolvida em etanol ao qual se acrescentou NaOH 1IN, de modo a obter-se
solugdo de NaOH 0,05N em etanol. A diluicdo foi conseguida mantendo-se a solugdo em
banho-maria a 40°C. A solugio final de uso era de 250 ou 400uM (0,2% etanol ¢ 0,05uM

NaOH).

Verapamil- Obtido da Knoll, sob a forma de Dilacoron, solugdo injetavel de
5,5mM de cloridrato de verapamil. Era diluido diretamente em KRb na hora do

experimento.

Cilcio radioativo [*Ca®']- atividade especifica ImCi/mg, adquirido da Du Pont —

NEN Research Products. Em cada amostra foi adicionado 0,2uCi/mL. A meia vida ¢ de

56



163 dias, e o decaimento era calculado a partir de uma tabela fornecida pela Du Pont-NEN

Research Products, em funcao da data de fabricagao.

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.

Liquido de Cintilacao- Optiphase Hisafe III (Wallac, Finlandia). Foi utilizado para

a contagem da radioatividade das amostras.
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IIL. 2. METODOS

III. 2.1. ELETROFISIOLOGIA

II1. 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,
aleatoriamente, era esticado com duas pingas de maneira a isolar 4 a 8 tibulos seminiferos.
Estes eram presos ao fundo da camara de perfusdo com auxilio de uma grade feita de fio
ortodontico. A camara, cujo volume era de 1 mL, estava preenchida com KRb glicosado

(fig 1IL.1.).

Figura I11.1. Camara de perfusdo com tibulos seminiferos fixados ao fundo.

Todo o KRb utilizado nos experimentos de eletrofisiologia era glicosado e era
filtrado em papel filtro antes da sua utilizagdo. A preparagdo era entdo levada ao

microscopio invertido (Nikon- Inverted Microscope Diaphot — TMD) e conectada ao
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sistema de perfusdo do KRb. O KRb era mantido num banho a 36°C e equilibrado com
carbogénio durante todo o experimento. O fluxo era mantido a 1 mL/min com auxilio de
uma bomba peristaltica (Rainin Instrument Co. Inc. — Dynamax, modelo RP-1). A
preparacdo ficava 30 minutos se estabilizando antes do inicio dos registros. Apos essse
periodo, uma célula de Sertoli era empalada com uma micropipeta de vidro, sob controle

visual.

II1. 2.1.2. PREPARACAO DO MICROELETRODO

Para o registro intracelular foram utilizados microeletrodos, feitos a partir de uma
micropipeta de vidro de borosilicato com didmetro externo de 1,2mm, com filamento
interno, que facilita seu posterior preenchimento (World Precision Instruments, Inc.,
USA). A ponta das micropipetas foram estiradas para possibilitar o empalamento, num
estirador de pipetas vertical (David Kopf Instruments, Tujunga, California - Vertical
Pipette Puller — modelo 700C). A intensidade do calor e a for¢a do estiramento eram
reguladas independentemente, até serem alcancados os parametros ideais para viabilizar o
empalamento das células de Sertoli. A resiséncia ideal do microeletrodio para o
empalamento de células de Sertoli ¢ de 15 a 25 megaohms (MQ) (MONTI-BLOCH, L.
comunicagdo pessoal). A fim de obterem-se resultados reproduziveis na confeccdo dos
microeletrodos, as correntes de ar eram excluidas e a temperatura ambiente era mantida

estavel em 21 - 22°C.

Uma vez confeccionados, os microeletrodos foram preenchidas com solugao KCI
3M e conectadas a um “holder” (eletrodo de prata cloretado), que também era preenchido

com o mesmo KCIl 3M e fazia contato elétrico com o eletrodo. O KCl utilizado era filtrado
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em papel filtro diariamente. O conjunto era entdo conectado ao eletrometro. A
movimentagdo mecanica do eletrodio para aproximagdo das células e empalamento era
feita por um micromanipulador mecanico (Narishige-Japan), capaz de movimentos grossos

(macro) e finos (micro) nos trés eixos.

O eletrodo de referéncia era mergulhado na camara de perfusdo e conectado através
de um fio ao terminal “terra” do eletrometro. Este eletrodo consistia de um fio de prata
cloretado (Ag/AgCl). A cloretagdo era feita diariamente antes do inicio do experimento,
limpando-se o fio de prata com esponja de aco e entdo mergulhando-o em 4gua sanitéria
comercial (hipoclorito de sédio, hidroxido de sédio, cloreto de sédio e agua) por no
minimo 30min. Antes de mergulhd-lo na camara de perfusdo, o fio era enxaguado com

agua destilada.

O potencial de membrana da célula ¢ apenas um dos muitos fatores que contribuem
para a diferenca de potencial medida entre o eletrodo de registro intracelular e o eletrodo
de referéncia. Diferencas de potenciais que ocorrem mesmo com ambos eletrodos
mergulhados no liquido extracelular, sdo devidos a diferengas no comportamento elétrico
que ocorre nas interfaces entre solu¢cdes e o metal, ou entre solugdes de composigdes
diferentes. Essas diferencas s3o canceladas através de dispositivos especificos no

eletrdmetro.
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I11. 2.1.3. EQUIPAMENTO E PROCEDIMENTO ELETROFISIOLOGICO

Os dois eletrodos, de registro e de referéncia, eram conctados a um pré-
amplificador de alta impedancia, Eletrometro Intra 767 (World Precision Instruments, Inc.,
USA), e o sinal era monitorado nele e num osciloscopio (Tektronix, 2 Channel Digital
Oscilloscope TDS 210). Os tragados observados no osciloscopio eram armazenados num
computador através de uma placa e um programa de interface (Wavestar Lite Version

1.0.10)

Além dos elementos de interesse biologico, o sistema de registro eletrofisiologico
possui resisténcia e capacitancia proprios. Esses elementos conferem “ruido” ao sistema e
devem ser neutralizados antes do inicio do experimento através de dispositivos no
eletrometro. Desta forma, quando ambos eletrodos estavam em liquido extracelular,
nenhuma diferenca de potencial era registrada. No momento em que o eletrodo de registro
penetrava uma célula, um salto abrupto na dire¢do negativa era visualizado no eletrdmetro
e no oscilosopio, e registrado no computador. A intensidade desta queda fornece o

potencial de membrana da célula empalada.

Ao mesmo tempo em que se media o potencial de repouso da membrana, o
eletrdmetro 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 Divion, W. Warwick, RI, USA). Este estimulador regulava a freqiiéncia
(0,5Hz) e a duragdo (250ms) desses pulsos. O eletrdmetro apresenta uma resisténcia de
20x10° ohms, que serve para reduzir a corrente que vai entrar na célula a niveis

suportaveis.
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Quando uma célula era empalada, esperavamos que seu potencial de membrana e sua
resisténcia de membrana permanecessem estdveis por no minimo 2 minutos, estes eram
registrados, ¢ s6 entdo os agentes a serem investigados eram aplicados. Para evitar
trabalharmos com células germinativas, utilizamos apenas células cujos potencias de
membrana eram mais negativos que —35mV, ja que esse potencial de membrana ¢
comumente registrado em células de Sertoli de tibulos seminiferos normais (EUSEBI et
al., 1983) ou SCE de ratos pré-puberes (-44mV + 0,5, n=48 (LEITE et al., 1999) e -50mV
+ 0,68, n=186 (MIRANDA, et al., 1998)). Os esterdides foram aplicados topicamente ao
banho com pipeta automatica. Os agonistas ou antagonistas de canais eram perfundidos
sobre as células por 5 minutos antes da aplicacao topica de testosterona ou, dependendo do

experimento, eram aplicados topicamente.

II1. 2.1.4. CALCULO DA INTENSIDADE DO PULSO APLICADO

Para aplicarmos pulsos de corrente de 0,5nA, utilizamos a lei de Ohm, como segue,
para calcularmos a voltagem a ser aplicada pelo estimulador. Essa voltagem passava antes
pelo eletrémetro, cuja resisténcia era de 20x10°Q.

I = corrente (A- ampeére) V=10x10"V

V = voltagem (V- volts) V=10mV

R= resisténcia (Q2- ohms)

LEI DE OHM:
I=VR = V=IxR

V =(0,5x107 A) x (20x10° Q)
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Assim sendo, o estimulador era regulado para aplicar uma voltagem de 10mV, que

resultava numa corrente de 0,5nA na ponta do eletrodo de vidro.

II1. 2.1.5. CALCULO DA RESISTENCIA DA MEMBRANA

Para calcularmos a resisténcia da membrana (Rm), utilizamos a lei de Ohm como

segue abaixo:

I = corrente (A- ampere)

V = voltagem (V- volts)

R=resisténcia (€2- ohms)
LEI DE OHM:

I=VIR = R=V/I

Resisténcia da membrana = Voltagem registrada no osciloscopio /

pulso de Corrente aplicado

A voltagem registrada no oscilosopio corresponde as “franjas” obtidas no tragado

do potencial da célula em decorréncia do pulso de corrente aplicado, e seu valor era obtido

medindo-se essas franjas. O pulso de corrente aplicado era de 0,5nA.
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II1. 2.2. ISOLAMENTO DE CELULAS DE SERTOLI

Para obtermos uma suspensdo de células de Sertoli, utilizamos o método de
MATHER & PHILIPS (1984) de separagdo de células somaticas testiculares. Esta técnica
foi desenvolvida para obtengdo de células para cultura primaria com o minimo dano celular
possivel. A separagdo enzimatica ¢ feita acrescentando-se colagenase-dispase em dois
momentos. O inibidor de tripsina foi ascrescentado nesses passos, para evitar ou reduzir
qualquer agdo triptica sobre os receptores ou outras proteinas de membrana que, em nosso
estudo de agdo hormonal, devem ser mantidos o mais intactos possivel. Este método usa
com muita intensidade a separacdo mecanica, que € facilitada especificamente em ratos por
neles existir uma quantidade muito pequena de tecido conjuntivo ao redor dos tibulos
seminiferos. O espago intersticial é preenchido principalmente por linfa, células de Leydig,
vasos sangiiineos e linfaticos. Na fig II.1 estd descrito esquematicamente o processo de

isolamento das células para obtengdo de suspensao enriquecida em células de Sertoli.

Apds o isolamento das células era retirada uma aliquota da suspensdo para
determinagdo quantitativa em camara de Newbauer com tripan blue. Apenas preparagdes

com mais de 90% de células vidveis eram utilizadas.
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Remover os testiculos, limpar e decapsular.
Colocar em meio DME/F-12

8

Separar os tubulos com duas pingas por 10 minutos em meio
DME/F12 contendo:
inibidor de tripsina (0,05mg/mL) e colagenase/dispase (0,5mg/mL)

8

Lavar os tubulos 3 vezes,
deixando sedimentar por gravidade por 7 minutos

l \ Desprezar o

Cortar os tiibulos com tesoura por 10 minutos sobrenadante

8

Incubar por 10- 20 minutos em meio DME/F12 contendo:
Inibidor de tripsina (0,05mg/mL) e colagenase/dispase (0,5mg/mL)
Agitar a cada 3min aproximadamente

8

Lavar 2 vezes (em ratos mais velhos, aumentar o numero de lavagens),
deixando sedimentar por gravidade por 10 minutos

l \ Desprezar o

sobrenadante
Filtrar em filtro Nitex, poro de 102uM

4 \®

Lavar o filtrado 3 a 5 vezes, Desprezar o material
sedimentar a 1000rpm por 5 retido no filtro
minutos

!

Verificar viabilidade das
células e fazer sua contagem:
1800uL meio+
100pL trypan blue+
100pL suspensdo celular

Figura II1.2. Processo de obtencdo de suspensao enriquecida em células de Sertoli
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Esta técnica de isolamento tem bons resultados para estudos com receptores
celulares e de resposta hormonal da célula. Para garantir bons resultados, foi necessario

observarmos alguns pontos criticos do procedimento:

» A concentragdo de colagenase teve que ser adaptada tanto a quantidade de tecido como
a idade dos ratos. A propor¢do da quantidade de tecido que ¢ utilizada em relacdo a
quantidade de colagenase deve ser 1:10-20. Em relagdo a idade, quanto mais jovem o
rato, mais rapida é a dissociagdo, assim sendo, ajustamos a quantidade de colagenase

para cada caso.

» E necessaria uma monitorizagdo visual durante todo o processo de isolamento,
especialmente durante a segunda digestdo enzimatica que, indicard o momento exato de

parar a digestao.

» Nas lavagens devem ser utilizados grandes volumes de meio, de 10 a 20 vezes o

volume da preparacao, pois lavagens incompletas reduzem a viabilidade das células.

O primeiro passo do isolamento, separa as células tubulares das células livres dos
testiculos. O segundo passo de tratamento enzimatico separa as células miodides, resultando
uma preparacdo enriquecida em células de Sertoli. Por fim, as diversas lavagens e
centrifugagdes ao final do procedimento tiveram como objetivo retirar restos de gorduras e

alguma protease liberada pelos tecidos que tenham sido danificados.

I11. 2.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
I11. 2.3.1. EXPERIMENTOS COM CELULAS ISOLADAS
a) Incubacio
Depois de obtidas as células isoladas, estas foram imediatamente utilizadas para o

experimento. O procedimento experimental de captagio de Ca”" foi baseado no trabalho

de GORKZINSKA & HANDELSMAN (1995) com algumas adaptagcdes como segue:

67



S . ul b Distribuir aliquotas de
uspender as células em KR - 500uL da suspenséo celular - Pré-incubar por
com “Ca’*’ (0,2uCi/mL) em cada tubo, formando 60 minutos
grupos com 5 tubos

Acrescentar em cada tubo 500uL de
Incubar por I minuto  ¢gmm ~ KRb com Ca* (0,2uCi/mL)
com ou sem testosterona

Parar a incubagao ) )
acrescentando 2mL de KRb - Centrifugar por Imin a 800g

a 0°C em cada tubo e
colocando os tubos no gelo

Descartar o sobrenadante e ressuspender em
1 mL de KRb a 4°C

!

Centrifugar por 1 minuto a 800g

!

Descartar o sobrenadante, ressuspender em
H,O e congelar a —20°C

Figura III. 3. Representacio esquematica do procedimento experimental para estudo
da captaciio de *Ca’" .

Ao longo de todo experimento era utilizado KRb sem glicose, pH 7,4. As células
eram utilizadas logo depois de terminado o isolamento. As incubagdes foram feitas num
incubador metabdlico Dubnoff, a temperatura de 34°C ¢ em atmosfera de carbogénio (95%

Oz:S%COz V/V).

Os grupos experimentais consistiam de 5 tubos controle e 5 tratados onde as
células eram distribuidas de forma homogénea. A quantidade de células era de

aproximadamente 2 x 10° células por tubo.
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b) Processamento das amostras

As amostras eram descongeladas e sonicadas por 30seg a 40mA para rompimento
das membranas. Em seguida eram centrifugadas por 10 minutos a 2400g. Era retirada uma
aliquota de 50uL de cada amostra e colocados em 3mL de liquido de cintilagdo. A
radioatividade era assim dosada em contas por minuto (cpm) num Espectrometro de
Cintilagdo LKB Rack-Beta modelo 1215 (LKB Produkter AB, Bromma, Suécia) com
eficiéncia de 85 a 90%. O valor em cpm era convertido a pmoles de célcio, de acordo com

o decaimento da atividade especifica do *Ca*", fornecido pelo fabricante.

O restante da amostra foi utilizado para dosagem de proteinas. Cada amostra foi
dosada em duplicata a partir da fracdo insolivel do precipitado com TCA (4cido

tricloroacético), pelo método de LOWRY et al., 1951.

Os resultados foram expressos em pmoles de Ca** por mg de proteina.

II1. 2.3.2. EXPERIMENTOS COM TESTICULOS INTEIROS

a) Incubacio

Testiculos de ratos de 5, 10, 12, 15, 20 e 35 dias foram extraidos depois dos
animais serem sacrificados por deslocamento cervical. Os testiculos foram limpos, pesados
e retirou-se a tinica albuginea. Foram colocados individualmente em tubos plasticos
contendo 1 mL de KRb sem glicose, pH 7,4, distribuidos de forma que um testiculo foi
para o grupo controle e o contralateral para o grupo tratado, alternadamente. Cada grupo

experimental consistia de 5 testiculos.

As gonadas foram entdo pré-incubadas por 30 minutos num agitador metabdlico
Dubnoff a 34°C em atmosfera de carbogénio (95% 0,:5%CO, v/v). Ao final da pré-
incubacao, os testiculos foram transferidos para tubos idénticos contendo 1 mL. KRb com
0,1uCi/mL do amino4cido marcado MeAIB['*C] ¢ 10ug/mL de testosterona e incubados

por 45 minutos.
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b) Processamento das amostras

Ao final da incubagdo, os testiculos foram retirados do tampao, delicadamente
secos em papel filtro umedecido em KRb para remover o excesso de aminoécido
radioativo aderido a superficie externa da amostra, e acondicionados em tubos de vidro
com tampa rosca, contendo 1 mL de 4gua destilada. Esses tubos foram congelados a —20°C
e posteriormente fervidos por 10 minutos, para romper a membrana extracelular e obter o
equilibrio entre o liquido intracelular e a dgua adicionada. Desse meio foram retiradas
aliquotas de 50uL e colocados em 3mL de liquido de cintilagdo. Essas amostras

representam o meio intracelular.

Do meio de incubagdo que permaneceu nos tubos de incubagdo, foram retirados
também aliquotas de 50uL e colocadas em 3mL de liquido de cintilagdo. Essas amostras

representam o meio extracelular.

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

incubacdo (meio externo): relagdo tecido/meio (T/M).

T/M=[(cpm interno x 1000)/peso do testiculo]/cpm externo

II1. 2.4. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa InStat, versdo 3.0 para
Windows, da GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA. Os testes especificos

utilizados em cada experimento estdo citados nos resultados.
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III. TIV. RESULTADOS

IV. 1. PARAMETROS ELETROFISIOLOGICOS BASAIS DAS CELULAS DE SERTOLI DE

TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

Com o objetivo de obter medidas dos potenciais intracelulares, os tibulos
seminiferos foram diretamente observados ao microscopio invertido, empaladas com um
microeletrodo de registro conforme o método experimental, e o potencial de repouso (Em)
visualizado na tela do osciloscopio e no eletrdometro. A tabela IV-1 mostra a média dos
potenciais de repouso para 174 células empaladas.

A fim de determinar os valores das resisténcias para cada célula das 174 citadas
acima, pulsos de corrente de 0.5nA, 0.5Hz e 250ms de durag¢do foram aplicados pelo
estimulador de pulso quadrado. Através da aplicacdo da Lei de Ohm as resisténcias foram

calculadas e a média obtida esta na tabela I.

média £ EP n’ de células empaladas

Em (mV) -46.8+0.5 174
R (M) 11.7+0.3 174

TABELA IV-1. POTENCIAL DE REPOUSO (Em) E RESISTENCIA ELETRICA (R) DAS

CELULAS DE SERTOLL.
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IV. 2. REGISTRO ELETROFISIOLOGICO DO POTENCIAL DE REPOUSO DE CELULAS

DE SERTOLI DE TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTiCULOS DE RATOS IMATUROS EM

CONDICOES BASAIS
B
235 seg
Empalamento

-40 h

A Wmnmmmﬂmw W
-60 N i
my

FIGURA IV-1 REGISTRO ELETROFISIOLOGICO DE UMA CELULA DE SERTOLI DE
TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTICULO DE RATO IMATURO
A. Comportamento de uma célula de Sertoli com Em= - 48mV em condig¢des basais
B. Pulsos de corrente hiperpolarizante (0.5nA, 0.5Hz, 250ms durag¢ao). Fluxo da solucdo =

ImL/min.

IV. 3. EFEITO DO KRB NO POTENCIAL DE REPOUSO DE CELULAS DE SERTOLI DE TUBULOS

SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

Antes da realizagdo dos experimentos, KRb foi adicionado as preparagdes como

controle. Constatou-se que nenhuma modificacdo foi produzida nos parametros elétricos
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basais das células de Sertoli. A figura IV-2 mostra a resposta tipica de uma aplicagdao

topica de KRb em uma célula de Sertoli.

KRb
N
- 80 T ]|| T
my
25 seg

FIGURA IV-2 EFEITO DA APLICACAO TOPICA SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DE
CELULAS DE SERTOLI DE RATO DE 17 DIAS. RESPOSTA TIPICA NUMA CELULA COM POTENCIAL

DE REPOUSO DE Em= -47mV.

IV. 4. EFEITO DA TESTOSTERONA NO POTENCIAL DE REPOUSO DE CELULAS DE SERTOLI

DE TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

Foi observado o efeito da administracdo topica de testosterona sobre os tubulos
seminiferos de ratos de 17 dias. Pudemos observar que a testosterona produz uma
despolariza¢do imediata em células de Sertoli empaladas. Essa resposta aumenta com ao
longo do tempo, atingindo seu maximo por volta de 5 minutos. A lavagem com KRb, fluxo
de ImL/min, leva o potencial de membrana a retornar a valores préximos aos valores de

repouso em 5 minutos Fig [V-3.
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T lavagem KRb

_ag —] o A

FIGURA IV-3 EFEITO DA TESTOSTERONA SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DE
CELULAS DE SERTOLI DE RATO DE 17 DIAS. RESPOSTA TiPICA DE 10uM DE TESTOSTERONA

NUMA CELULA COM POTENCIAL DE REPOUSO DE Em= -46mV.

IV. 5. EFEITO DO 17B-ESTRADIOL E DA PROGESTERONA NO POTENCIAL DE REPOUSO DE
CELULAS DE SERTOLI DE TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTiCULOS DE RATOS
IMATUROS
Para avaliarmos a especificidade do efeito da testosterona, realizamos testes com

outros dois esteroides: 17-estradiol e progesterona. A aplicagao topica de 10uM de 17f-

estradiol ou de progesterona produziu uma pequena e ndo significativa hiperpolarizagao
aos 30 segundos (Fig.IV-4 e Fig. IV-5). A variagdo observada no potencial de membrana

foi de 0,43 £ 0,37 mV (n=7) para o 17B-estradiol e de 0,33 £ 0,37 mV (n=9) para a

progesterona. O potencial de membrana voltou aos valores normais dentro de 1 minuto. A

aplicacdo de testosterona 10 minutos depois da administracdo de 17fB-estradiol ou

progesterona, causou a despolariazagdo observada normalmente com este androgeno

(resultado ndo mostrado).

74



176 estradiol 25 seg
40 |
¥

50 {
mV

FIGURA IV-4 EFEITO DO 17B-ESTRADIOL SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DE
CELULAS DE SERTOLI DE RATO DE 17 DIAS. RESPOSTA TiPICA DE 10uM DE 17B-ESTRADIOL

NUMA CELULA COM POTENCIAL DE REPOUSO DE Em= -49mV.

Progesterona
| 25 seg

30

v
T

my

]TmHWWHIIH]{

FIGURA IV-5 EFEITO DA PROGESTERONA SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DE
CELULAS DE SERTOLI DE RATO DE 17 DIAS. RESPOSTA TiPICA DE 10uM DE PROGESTERONA

NUMA CELULA COM POTENCIAL DE REPOUSO DE Em= -40mV.
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IV. 6. EFEITO DA TESTOSTERONA NO POTENCIAL DE REPOUSO DE CELULAS DE SERTOLI
DE TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTiCULOS DE RATOS ENRIQUECIDOS EM CELULAS

DE SERTOLI DE DIFERENTES ESTAGIOS DE MATURACAO

Foi feita uma comparagdo do efeito da testosterona em diferentes estagios de
maturacgdo de testiculos de ratos enriquecidos em células de Sertoli. A fig IV-6 mostra que
houve uma despolarizagdo significativa produzida por 40ug/mL em células de Sertoli de
ratos pré-puberes (15-21 dias de vida) e ratos puberes (27-33 dias de vida). Em testiculos

adultos (45-60 dias de vida) a testosterona foi ineficiente.

5_
. [_1 Testosterona 40ug/mL
>
E 4- 3)
o
o]
g 3 (7)
N
©
5 27
o
3
a 11

(17)
0_
15 a 21 27 a 33 43 a 60
Dias de vida

FIGURA IV-6 EFEITO DA TESTOSTERONA SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DE
CELULAS DE TUBULOS SEMINI{FEROS DE TESTICULOS SCE DE RATOS DE DIFERENTES ESTAGIOS

DE MATURACAO (MEDIA * EP; NUMERO DE CELULAS EM PARENTESES)
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IV. 7. EFEITO DA TESTOSTERONA NO POTENCIAL DE REPOUSO DE CELULAS DE SERTOLI

DE TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTiCULOS DE RATOS IMATUROS

Com base nos resultados ja descritos, foi decidida a utilizagdo de ratos imaturos, de
16 a 18 dias. Foi elaborada entdo uma curva de dose de testosterona. A fig IV-7 mostra
esquematicamente os perfis de resposta obtidos por diferentes concentragdes de
testosterona e pela lavagem subseqiiente. Em todas as concentragdes testadas, a seqiiéncia

das respostas foi similar, diferenciando-se apenas suas intensidades.

T lavagem KRb
5mV]
30seg
—=—10uM
> ~-ox-= 5uM
S
< —=—1uM
—-+—0.5uM
—-—0.25uM
0.1uM

T T T
PR 0 30 300 360 480
tempo seg

FIGURA IV-7 SEQUENCIA ESQUEMATICA DE TEMPO DAS RESPOSTAS DO POTENCIAL DE

MEMBRANA A DIFERENTES DOSES DE TESTOSTERONA
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A figura IV-8 mostra as modificagdes em 30 segundos, do potencial de membrana

(A) e da resisténcia da membrana (B) produzidas por diferentes concentragdes de

testosterona.
A
(14)
47 ab
3_
>
£ (6)
24 (5) b
< ab
(7) )
1- a 2
(6)
O_
otanol O-1TuM  0.25,M 05yM  1yM  10pM
doses de testosterona
B
3_
(6)
g 27 :
S T (14)
§ a
< (5) T
" 1
(7)
(6) (5)

controle 0.1yM 0.25,M 0.5,M 1 yM  10yM
(etanol) H H H H H

doses de testosterona
FIGURA IV-8 EFEITO DE DIFERENTES DOSES DE TESTOSTERONA NO POTENCIAL DE
MEMBRANA (A) E RESISTENCIA DE MEMBRANA (B) EM 30 SEGUNDOS. EM PARENTESES
NUMERO DE AMOSTRAS. a-TESTE-t PAREADO (REPOUSO VS. TESTOSTERONA PARA CADA

CELULA) (P<0.02); b-ANOVA COM POS-TESTE BONFERRONTI (P<0.05)
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Os valores se alteram de forma dose dependente. Aplicando-se o teste t pareado nos
grupos tratados, comparando-se o potencial de repouso de uma célula e o potencial de
membrana registrado 30segundos apds aplicacdo da testosterona na mesma célula, a acao
de todas as doses de testosterona usadas se mostraram significativas, com p<0.02.
Aplicando-se ANOVA, as variagdes entre o controle (etanol) e os tratamentos aos 30

segundos foram consideradas extremamente significativas (p<0.0001).

IV.8. ACAO DA GLIBENCLAMIDA E DA DIAXOZIDA NOS PARAMETROS
ELETROFISIOLOGICOS DE CELULAS DE SERTOLI DE TUBULOS SEMINIFEROS DE

TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

Para avaliarmos o envolvimento dos canais de Katp na acdo da testosterona,

utilizamos o agonista de canais de Karp, diazoxida e o antagonista desses canais,

glibenclamida.
Glibenclamida 20 seg Lavagem
-20
.30 woermm T |I|IIIIIIII|IIII|II|||'|iIl||||I|||III|||III
0 TR
mYy

FIGURA IV-9 EFEITO DA GLIBENCLAMIDA SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DE
CELULAS DE SERTOLI DE RATO DE 17 DIAS. RESPOSTA TiPICA DE 10uM DE GLIBENCLAMIDA

NUMA CELULA COM POTENCIAL DE REPOUSO DE Em= -35mV.
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Glibenclamida, na dose de 10uM, despolarizou a membrana e aumentou a sua
resisténcia depois de uma laténcia de 1 minuto e essas modificagdes foram irreversiveis

com a lavagem (FigIV-9 e figIV-10).

1 potencial de membrana

4- —resisténcia da membrana 4

3 -3
a >
> 4) =
. TR
< “ @ [© 3
T |?®

15 -1

(174) (174)
0- : 0
controle  glib controle  glib

FIGURA IV-10 ACAO DA GLIBENCLAMIDA (10uM) NO POTENCIAL DE MEMBRANA E
RESISTENCIA DA MEMBRANA DE CELULAS DE SERTOLI EM 1 MINUTO. EM PARENTESES

NUMERO DE AMOSTRAS. a-TESTE-t (P<0.05).

A perfusdo dos tibulos com KRb com diazoxida, causou a hiperpolarizacio do
potencial de membrana. Esse efeito foi visivel com doses de 250 e 400uM. A concentracao
de 400uM anulou o efeito da testosterona em 30 segundos como mostram as figuras IV-11
e IV-12. Doses menores de diazoxida diminuiram a despolarizagdo da testosterona sem

suprimi-la totalmente.
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DIAZOXIDA

-
-50 ‘L

FIGURA 1V-11 ACAO DA DIAZOXIDA (400uM) NO POTENCIAL DE MEMBRANA DE
CELULAS DE SERTOLI E SEU EFEITO PREVENTIVO NA ACAO DA TESTOSTERONA (10uM).

RESPOSTA TIPICA NUMA CELULA COM POTENCIAL DE REPOUSO Em= -49mV.

(174)

-2.54

(%)

-5.0-

[ potencial de repouso [77] diazoxida 400pM

[ltestosterona 10uM  [diazoxida +
testosterona

FIGURA 1V-12 MODIFICACAO PRODUZIDA NO POTENCIAL DE REPOUSO PELA
DIAZOXIDA (400uM), PELA TESTOSTERONA (10uM) E PELA DIAZOXIDA+TESTOSTERONA
(MEDIAS * ERRO PADRAO). EM PARENTESES NUMERO DE AMOSTRAS. a-POTENCIAL DE
REPOUSO VS. DIAZOXIDA P=0.02; b-POTENCIAL DE REPOUSO VS. TESTOSTERONA P=0.0001;

DIAZOXIDA VS. DIAZOXIDA + TESTOSTERONA = NS.
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IV. 9. EFEITO DA RETIRADA DO CLORETO (CL) NA ACAO DA TESTOSTERONA NOS

PARAMETROS ELETROFISIOLOGICOS DE CELULAS DE SERTOLI DE TUBULOS

SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

Para avaliarmos o envolvimento do CI” na a¢do da testosterona, retiramos este ion

do meio extracelular substituindo o cloreto de sdédio do tampao KRb por gluconato de

s6dio. Como mostra a figlV-13, a perfusdo dos tibulos seminiferos com KRb com baixo

CI ndo alterou o efeito despolarizante da testosterona.

KRh-gluconato

lavagem

ERb

T

oum T [N

mv  20seg

FIGURA IV-13 AUSENCIA DE EFEITO DA FALTA DE CI' NA ACAO DESPOLARIZANTE DA

TESTOSTERONA (10uM) EM CELULAS DE SERTOLI. RESPOSTA TIPICA NUMA CELULA COM

POTENCIAL DE REPOUSO Em=-51mV.
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IV. 10. EFEITO DO VERAPAMIL NA ACAO DA TESTOSTERONA NOS PARAMETROS
ELETROFISIOLOGICOS DE CELULAS DE SERTOLI DE TUBULOS SEMINIFEROS DE

TESTiICULOS DE RATOS IMATUROS

Para avaliarmos o envolvimento dos canais de calcio no efeito da testosterona,
utilizamos o verapamil, uma fenilalquilamina bloqueadora dos canais de calcio
dependentes de voltagem (CCDV) tipo L. Seus efeitos sobre os parametros
eletrofisiologicos das células de Sertoli e sobre os efeitos da testosterona estd sendo
investigado em nosso laboratério, e os nossos resultados preliminares (Fig [V-14 indicam

que ele bloqueia parcialmente seus efeitos.

Verapamil lavagem KRhb

My

FIGURA IV-14 ACAO DO VERAPAMIL (2,5uM) NO POTENCIAL DE MEMBRANA DE
CELULAS DE SERTOLI E SEU EFEITO AMENIZADOR NA ACAO DA TESTOSTERONA (10uM).

RESPOSTA TIPICA NUMA CELULA COM POTENCIAL DE REPOUSO Em= -42mV.
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IV. 11. EFEITO DA TESTOSTERONA NO TRANSPORTE DE **CA*" EM CELULAS DE SERTOLI

DE RATOS DE DIFERENTES ESTAGIOS DE MATURACAO

A resposta de células de Sertoli isoladas de ratos de 20, 30, 45 e 60 dias de idade foi
testada quanto ao transporte de *Ca’* 1 minuto apds a aplicagdo de testosterona

(10pg/mL). Como mostra a tabela IV-2 houve um estimulo em todas as idades testadas.

Dias de vida Controle Testosterona
20 32403 427+0.2"
30 27.840.7 36.9+1.04°
45 275422 369+ 1.1
60 48.6 +2.4 59.0+2.9"

*n<0.05 quando comparado como basal para cada idade, n=>5 para cada grupo

TABELA IV-2 ACAO DA TESTOSTERONA (10pg/mL) NA CAPTACAO DE *’Ca’" EM

CELULAS DE SERTOLI ISOLADAS DE RATOS DE DIFERENTES IDADES (pmoles/mg DE

PROTEINA).
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Observamos que a testosterona, em células de Sertoli isoladas, estimulou a captacao
de *Ca®" em aproximadamente 30% em todas as idades testadas, da pré-puberdade a idade

adulta, como mostrado na figura IV-15.

= o= Testosterona

17549 Basal
150+ * *
3 4254 %\\\% ——————— T %
100+
75 T T T T
20 30 45 60

idade em dias

FIGURA IV-15 EFEITO DA TESTOSTERONA (10ug/mL), EM PORCENTAGEM, NA
CAPTACAO DE #Ca*" EM CELULAS DE SERTOLI ISOLADAS DE RATOS DE DIFERENTES IDADES.

(MEDIA = EP; N=5). *p<0.05 QUANDO COMPARADO COM BASAL.
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IV. 12. EFEITO DA TESTOSTERONA NO TRANSPORTE DE [14C]MEAIB EM CELULAS DE

SERTOLI DE RATOS DE DIFERENTES ESTAGIOS DE MATURACAO

Foi testado o efeito da testosterona (10uM/mL) no transporte do aminoacido
modelo [*C]MeAIB em células isoladas de diferentes estagios de maturacio. A figura IV-
16 mostra que a testosterona foi ineficiente em estimular o transporte desse aminoacido em

qualquer das idades testadas.

2.0+

AP
~ % . Testosterona
1.5 1
N 1.0
¥
¥ 0.5
0.0 . T T

T T T
5 1012 15 20 35

diages\fliife

FIGURA IV-16 ACAO DA TESTOSTERONA (10pug/mL) NO TRANSPORTE DE
['*“CIMEAIB EM TESTICULOS DE RATOS DE DIFERENTES IDADES (MEDIAS + EP). PARA 5 E 15

DIAS, N=11, TODAS AS OUTRAS IDADES, N=6. ANOVA - Ns.
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V. DISCUSSAO

A funcgdo primordial da célula de Sertoli ¢ criar um ambiente apropriado para o
desenvolvimento das células germinativas. Para desempenhar sua fun¢do, esta célula esta
sob o comando de varios hormonios, fatores de crescimento, vitaminas e proteinas, além de
manter uma sinalizagdo neuro-endocrina e uma inter-relagdo muito estreita com as células
de Leydig, as peritubulares e as germinativas. Para que os efeitos moleculares e celulares
da estimulagao de hormdnios e outras substancias sejam esclarecidos, ¢ importante definir
os mecanismos de sinalizacao através dos quais eles atuam e interagem.

O objetivo primdrio deste trabalho foi estudar o efeito rapido da testosterona,
principal andrégeno circulante nos machos, sobre as células de Sertoli. Para tanto langamos
mao de diversas abordagens, usando desde células isoladas, tabulos seminiferos isolados
até testiculos inteiros, e observando diferentes parametros: transporte de aminoacidos,
captacdo de calcio e registro elétrico intracelular, que se vale dos gradientes i0nicos e
elétricos, através da superficie da membrana, para estudar as variagdes evocadas pelo

hormonio sobre o potencial de repouso e a resisténcia da célula.

Efeito da testosterona no transporte de aminodcidos em testiculos de ratos de
diferentes idades
E bem conhecido que a testosterona estimula a sintese de proteina nas células de
Sertoli. Em coértex renal de rato, a testosterona estimula o transporte de aminoacidos, além
da exocitose e do transporte de hexose (KOENIG et al., 1989). No entanto, no presente
trabalho a testosterona ndo estimulou o transporte de aminoacidos em células de testiculos
de ratos de nenhuma idade estudada, de 5 a 35 dias (Fig. IV-16). Essa caracteristica da

testosterona difere do FSH, do retinol e do isoproterenol, que estimulam a sintese protéica
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e o transporte de aminoacidos em células de ratos de 5 a 25 dias (WASSERMANN et al.,

1992; SILVA et al., 1995; WASSERMANN et al., 1996; LOSS et al., 1998).

Efeito da testosterona na captacio de BCa®* em células isoladas de testiculos de
ratos de diferentes idades

Nos ultimos anos, uma variedade de efeitos de membrana tém sido documentada para
diversas classes de esterdides tais como progesterona (BALDI et al. , 1995; BRUCKER et
al.1995), estrogeno (AUDY et al., 1996; ZYLINSKA, et al., 1999), corticosterona
(IBARROLA et al., 1991), aldosterona (WEHLING et al., 1994; SCHNEIDER et al.,
1997; ESTRADA et al., 2000), e vitamina D (NEMERE, 1995). Varios desses esterdides
induzem elevagoes transitorias de célcio intracelular dentro de 1 minuto, € muitos autores
vém explicando esse fendmeno postulando a existéncia de receptores para esterdides na
membrana plasmatica que diferem dos receptores nucleares.

Androgenos também sdo capazes de induzir fluxos rapidos de célcio numa variedade
de tipos celulares, incluindo células de cancer de prostata humano (LNCaP) (STEINSAPIR
et al., 1991; LYNG et al., 2000), em midcitos de ratos (KOENIG et al., 1989), em
osteoblastos de ratos machos (mas nao de fémeas) (LIEBERHERR & GROSSE, 1994), em
células T de camundongo, nas quais nao pode ser demonstrada a presenca do receptor
funcional de andrégenos classico (BENTEN et al., 1997; BENTEN et al., 1999), ¢ em
células de musculo esquelético (ESTRADA, et al., 2000). Recentemente foi demonstrado
que células da granulosa humana apresentam uma resposta de calcio a androstenediona,
mas nao a testosterona (MACHELON et al., 1998).

Em nossos experimentos, a testosterona estimulou a captagdo de **Ca’" em células de
Sertoli isoladas em 1 minuto. A captacio basal de *°*Ca’" variou com a idade dos ratos. No

entanto, a a¢io estimulatoria da testosterona na captagdo de *Ca” em porcentagem (%) foi
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independente da idade, como mostra a fig IV-15. Esses resultados estdo de acordo com o
encontrado por GORCZYNSKA & HANDESLMAN, 1995, e LYNG et al., 2000, que
mostraram aumento rapido de calcio intracelular sob agdo da testosterona, seu analogo

R1881, e dihidrotestosterona em células de Sertoli de ratos.

Caracteristicas elétricas basais das células de Sertoli

Com a utilizacdo da técnica de registro intracelular foram obtidos alguns dados
eletrofisiologicos basicos para as células de Sertoli. Observamos, com o empalamento de
174 células, um potencial de membrana de —46.8 + 0.5 mV (tabela IV-1).

Nos histogramas apresentados no trabalho de EUSEBI e colaboradores, 1983, onde
foram comparados tubulos de testiculos normais e de testiculos enriquecidos em células de
Sertoli (SCE), ¢ possivel observarmos dois picos de potenciais de membrana em repouso
de células de tibulos seminiferos de testiculos normais: um com valores girando em torno
de 20mV a —25mV, e outro com valores ao redor de 40mV a —45mV. Este tltimo pico ¢
também predominante no histograma de potenciais de membrana em repouso de células de
tubulos enriquecidos em células de Sertoli (SCE). Em um trabalho de LOSS e
colaboradores, 1998, observou-se um potencial de membrana de repouso em tibulos SCE
de ratos de 15 dias de —51 £ 0.4 mV (n=121), com valores variando de —30mV a —65mV.
Considerando esses dados, ¢ visando excluir uma possivel fonte de erro por causa da
populacdo heterogénea dos tubulos seminiferos aqui utilizados, nds trabalhamos apenas
com células que apresentavam um potencial de repouso mais negativo que —35mV. Desta
forma, a chance de estarmos trabalhando com células que ndo sejam células de Sertoli foi
reduzida.

A resisténcia basal da membrana encontrada em 174 células empaladas foi de 11.7

+ 0.3MQ. A determinagdo dos valores de resisténcia celular ¢ importante pois representa
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uma maneira adicional de verificar os efeitos de hormonios no movimento de ions através
de seus canais. O método de estudo usual consiste em determinar a resisténcia basal da
célula empalada e entdo medir a resisténcia da mesma célula apo6s a aplicagdao de alguma
substancia. Dessa forma, verificamos se a substiancia adicionada evocava um aumento ou
reducdo na resisténcia basal.

A fim de determinarmos os valores de resisténcia para cada célula, pulsos de
corrente de 0.5nA, a cada 2 segundos (0.5Hz) de 250ms de duragdo eram aplicados. A
corrente consistia de um pulso quadrado hiperpolarizante. A fig.IV-1B ilustra pulsos de
corrente hiperpolarizantes de 0.5nA de intensidade e 250ms de duragdo aplicados a uma
célula de 45mV. O efeito destes pulsos sobre o potencial de repouso pode ser observado
no trago A da figlV-1.

Os valores de resisténcia basal encontrados no presente trabalho em tubulos
normais sdo mais baixos que os encontrados em tubulos SCE (WASSERMANN et
al.,1992; LOSS et al.,1998). Resultados semelhantes foram encontrados por EUSEBI e
colaboradores, 1983. Essa resisténcia baixa ¢ uma evidéncia do acoplamento elétrico
existente entre as células de Sertoli no tibulo seminifero, e o fato dela ser menor em
tubulos normais do que SCE, ¢é uma indicagdo de que exista também o acoplamento
elétrico entre células de Sertoli e células germinativas (EUSEBI et al. 1983). Por este
motivo usamos tibulos seminiferos inteiros no presente trabalho, num esfor¢o de preservar
as jungoes do tipo “gap” das células de Sertoli imaturas. Desta forma, o meio ambiente das
células nos tiibulos foi mantido o mais proximo possivel de sua integridade funcional.

Com a finalidade de descartar qualquer artefato ou interferéncia devidos a
utilizagdo dos equipamentos eletrofisiologicos, antes de adigdo do hormoénio e dos
agonistas e antagonistas, um registro basal era obtido. Para certificarmo-nos que o efeito

\

constatado pelo uso de determinada substincia era inerente & mesma, antes de cada
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experimento KRb era adicionado a preparagdo como controle. Observava-se apenas uma
interferéncia no sinal devido a presenca da mao do experimentador dentro da gaiola de

Faraday durante a aplicagdo (fig.IV-2).

Efeito da testosterona no potencial de repouso da célula de Sertoli

O testiculo tem duas fungdes importantes: a produgdo de esperma e a sintese de
testosterona. O controle de ambas fungdes ¢ guiado pelo sistema nervoso central (SNC)
numa alca de feedback endocrina classica, onde o hormdnio foliculo estimulante (FSH) e o
hormonio luteinizante (LH) sdo os sinais hormonais chave. O LH atua primariamente sobre
as células de Leydig no intersticio testicular para promover a sintese de testosterona,
enquanto o FSH atua principalmente nas células de Sertoli e células germinativas
estimulando a espematogénese. A secrecdo de FSH e de LH na pituitdria anterior ¢
regulada por sinais hormonais tanto do SNC como das gonadas, incluindo a testosterona e
seus metabdlitos e a inibina. Enquanto o LH ndo tem acdes diretas conhecidas no epitélio
seminifero, ele o faz indiretamente ao estimular o aumento dos niveis intratesticulares de
testosterona.

Assim sendo, a espermatogénese depende da ag¢do conjunta do FSH e da
testosterona na célula de Sertoli, que serve como mediadora dos efeitos destes hormonios
nas células germinativas. O FSH, hormonio peptidico, atua através de mecanismos
classicos de receptores de hormonios protéicos, envolvendo um receptor transmembrana
associado a proteina G. Depois da ligacdo do hormdnio, a adenilato ciclase ¢ ativada,
levando & um aumento em AMPc intracelular, que ativa fosforilagdes mediadas por
proteinas quinase e os efeitos celulares da gonadotrofina (AMORY & BREMNER, 2001).
A testosterona, hormonio esteroide, tem seu principal mecanismo de agdo via receptores de

alta afinidade no nucleo que ativam a transcricdo de DNA.
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Apesar de apresentarem mecanismos moleculares tdo distintos, o FSH e a
testosterona atuam em alguns eventos bioquimicos de maneira sinérgica nas células de
Sertoli durante a espermatogénese (GORCZINSKA & HANDELSMAN, 1995). A
vitamina A (retinol) também ¢é essencial para a manutengdo da espermatogénese, ¢ 0s
receptores para retindides sdo funcional e estruturalmente relacionados aos receptores dos
hormdnios esteroides e tireoideanos (VIEIRA et al.,1995). Conforme estudos realizados
por WASSERMANN e colaboradores, 1993, o retinol tem efeitos similares ao FSH em
varios processos metabodlicos na célula de Sertoli: o retinol estimula o transporte de
aminoacidos em células de Sertoli, através do sistema A de transporte e de um mecanismo
que envolve canais de calcio dependentes de voltagem. Além disso, assim como o FSH, o
efeito estimulatorio do retinol no transporte de amindcido ¢ independente da sintese
protéica de novo (SILVA et al,1995). Foi também verificado que o retinol produz
respostas oscilatérias imediatas (< 1s) no potencial de membrana de células de Sertoli.
Portanto, esses resultados indicam que além de seu efeito nuclear cldssico, o retinol
estimula um mecanismo periférico produzindo fendmenos diretamente relacionados com a
membrana plasmatica.

Além dessas, ha varias evidéncias experimentais recentes que indicam que alguns
esterdides, adicionalmente a suas acdes gendmicas bem documentadas, podem produzir
efeitos rapidos ndo-gendmicos, ¢ sdo moduladores potentes de proteinas da membrana
plasmatica, incluindo canais i6nicos dependentes de voltagem e de ligantes ou receptores
ligados a proteina G (ZILINSKA ef al.,1999). A interacdo dos esterdides com a membrana
plasmatica produz vérios efeitos imediatos (1-60 segundos). WEHLING e colaboradores,
1994 descreveram efeitos rapidos da aldosterona (30s) no movimento de calcio livre
intracelular em células de musculo vascular liso e células endoteliais. Em osteoclastos de

ratos machos, a testosterona aumenta o calcio intracelular em 5 segundos através do
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aumento de influxo de calcio. Ela também aumentou a formacgao de IP3 ¢ DAG nessas
células em 10 segundos (LIBERHERR & GROSSE, 1994). Os resultados de BENTEN e
colaboradores, 1999, fornecem evidéncias experimentais para a presenga de locais de
‘binding’ de receptores de testosterona ligados funcionalmente a canais de Ca®’ na
membrana plasmatica. Usando aplicagcdes microiontoforéticas, ORSINI e colaboradores,
1985, observaram que a testosterona aumenta dentro de segundos a freqiiéncia de pulsos de
mais da metade dos neurdnios testados no hipotadlamo lateral de rato macho. YAMADA,
1979, usando ratos machos adultos, observou que aplicagdes eletroforéticas de testosterona
em neuronios individuais no hipotalamo anterior e no nucleo septal, resultou num aumento
da freqiiéncia de disparos com uma laténcia na resposta de 2-30 segundos. Em células de
Sertoli, a testosterona produz um aumento imediato na concentragdo de calcio
(GORKZYNSKA & HANDELSMAN, 1995; LYNG et al., 2000).

Tendo em vista o cenario de evidéncias acima descrito, buscamos neste trabalho
abordar os efeitos rapidos da testosterona nos fluxos i6nicos na célula de Sertoli, usando
uma metodologia que proporciona uma visdo abrangente do fenomeno, a eletrofisiologia.

A figura IV-3 ilustra uma resposta eletrofisiologica tipica na membrana plasmatica
de células de Sertoli de ratos de 16-19 dias a uma aplicagdo topica de testosterona (10uM).
Pode-se observar um nitido efeito despolarizante imediato, que chega a seu ponto maximo
aos 5 minutos aproximadamente, ¢ o retorno do potencial de membrana ao nivel proximo
ao basal depois da lavagem com KRb. Esse resultado nos indica que a testosterona atua em
canais da membrana plasmatica de células de Sertoli por um mecanismo que, pela sua alta
velocidade, dificilmente pode ser explicado como sendo através de sua a¢ao nos receptores

nucleares classicos.
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Efeito do 17 [-estradiol e da progesterona no potencial de membrana de células de
Sertoli de ratos imaturos.

Com a intencdo de confirmar que o efeito eletrofisiologico da testosterona ndo era
devido a interagdes ndo-especificas do esterdide com a membrana plasmatica, adicionamos
a preparacao outros dois esteroides, o 17p-estradiol e a progesterona. Ambos hormonios,
numa concentragcao de 10uM, ndo foram capazes de alterar significativamente o potencial
de membrana das células, confirmando-se desta forma a especificidade da ag¢do da

testosterona (Fig IV-4 e IV-5).

Efeito da testosterona no potencial de membrana de células de Sertoli de ratos de
diferentes estagios de maturagdo
Uma vez confirmada a acdo da testosterona no potencial de membrana de células
de Sertoli, avaliamos seu efeito em diferentes estagios de maturagao testicular; pré-ptberes
(15-21 dias), puberes (27-33 dias) e adultos (43-60 dias). Nestes experimentos utilizamos
testiculos SCE, uma vez que testiculos mais maduros tém maior numero de células
germinativas, que atrapalhariam o empalamento das células de Sertoli. A figura IV-6
mostra o efeito despolarizante da testosterona nos trés grupos. Podemos observar que a
testosterona foi estatisticamente significativa apenas em células de ratos pré-puberes e
puberes. Baseando-se nesses resultados, optamos por usar ratos pré-puberes para 0s

experimentos subseqlientes de eletrofisiologia.

Estudo de diferentes doses de testosterona nos pardmetros eletrofisiologicos de
células de Sertoli
A espermatogénese ocorre quando os niveis testiculares de andrégenos sdo muito

mais altos que os niveis periféricos de androgenos. Apesar de a discussdo a respeito da
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quantidade minima de testosterona necessaria para a manutengdo da espermatogénese
ainda ndo estar finalizada, ndo ha duavidas que concentracdes mais altas que as
concentragdes periféricas normais sdo necessdrias. A concentragdo de testosterona dentro
do testiculo de rato ¢ normalmente 30 a 40 vezes mais alta que no plasma (TURNER et al.,
1984) e precisa ser pelo menos 10 vezes mais alta que niveis plasmaticos normais para
manter a espermatogénese quantitativamente normal (AWONIYTI ez al., 1992). Como as
células de Sertoli sdo centrais para a regulagdo da espermatogénese, ¢ possivel que certas
funcdes especificas s6 sejam suficientemente estimuladas por essas altas concentragdes de
andrégenos.

As concentragdes de testosterona usadas no presente trabalho que produziram uma
resposta eletrofisioldgica em células de Sertoli sdo similares as encontradas normalmente
dentro dos testiculos de ratos (0.2 — 0.3uM) (Fig. IV-7 e Fig. IV-8). Em testiculos de ratos
foram descritos valores de 0.2 — 0.25 uM de testosterona (TURNER ef al. 1984). Em
sangue venoso testicular de ratos foram detectados 0.3uM de testosterona (MADDOCKS
et al., 1993). Em estudo recente, onde se utilizou uma técnica de coleta de fluido testicular
minimamente invasiva, foram detectados 0.2uM de testosterona em ratos ¢ 2.0uM em
aspirado testicular de humanos (JARROW et al., 2001).

Com nossos experimentos podemos concluir que a testosterona aplicada
topicamente, em concentracdes observadas em fluidos testiculares do rato, produz uma
despolarizacdo imediata tempo ¢ dose dependente (figlV-7). Essa acdo ¢ estatisticamente
significativa em 30 segundos (fig [IV-8A). O efeito aumenta com o tempo, chegando ao seu
maximo aos 5 minutos aproximadamente. Depois da lavagem com KRb, o potencial de
membrana volta a valores préximos aos valores de repouso.

Vale a pena ser relembrado aqui que o padrao secretorio de testosterona pelas

células de Leydig no microambiente intersticial segue as caracteristicas pulsateis da
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secrecdo de LH. Pela organizagdo das células dentro do testiculo, sua concentracao
proximo as células de Sertoli deve ser muito alta, o que tem um papel importante na
regulagdo parécrina entre essas células.

HAKOLA ¢ colaboradores (1998) observaram que liberagdes pulsateis de LH,
seguindo seu biorritmo, produzem quanta de testosterona secretados em ratos machos.
MULLIGAN e colaboradores (1997) mostraram que rajadas secretorias de testosterona
seguem o modo pulsatil de secre¢do de LH, e WINTERS e colaboradores (1999)
descreveram que a testosterona e outros esterdides sdo co-secretados no intersticio
testicular em resposta a secre¢ao pulsatil de LH. Em touros, foi demonstrado que também
os niveis de testosterona periférica circulante sdo pulsateis, seguindo o padrio do ritmo
secretério do LH (DIXIT et al., 1998).

Todos esses dados indicam a presenca de concentragdes muito altas de testosterona
na por¢ao basal das células de Sertoli, seguindo as rajadas de secrecdo hormonal. Em
nossos experimentos usamos aplicacdes tdpicas de testosterona com o intuito de mimetizar
esses pulsos fisioldgicos.

Em nossos experimentos, observamos que apds a aplicagdo da testosterona, a
resisténcia da membrana da célula empalada aumenta. Esse aumento se da de forma dose
dependente (fig IV-8B). O fato da resisténcia mostrar-se aumentada, significa que o fluxo
de ions através da membrana se da com maior dificuldade, ou seja, ¢ um indicativo de que

canais i6nicos estdo se fechando.
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Efeito da glibenclamida no potencial de repouso da célula de Sertoli

A glibenclamida ¢ um bloqueador de canais de Katp que pertence a classe das
sulfoniluréias. Ela produz despolariza¢io e estimula a captagdo de *°*Ca’" ¢ o transporte de
aminoacidos em células de Sertoli (MIRANDA, et al., 1998) e interfere com canais de
cloreto reguladores de condutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR) (SHEPPARD
& ROBINSON, 1997). Em nossos experimentos ela evocou uma despolarizacdo da
membrana e aumentou sua resisténcia depois de uma laténcia de 1 minuto (fig IV-9 e I'V-
10). Essa acdo ¢ homologa a resposta eletrofisioldgica da testosterona nas células de
Sertoli, o que sugere um possivel envolvimento dos canais de Karp na resposta da

testosterona.

Efeito da diazoxida na acdo da testosterona no potencial de membrana de células
de Sertoli

A diazoxida ¢ um agonista de canais de Kartp. A superfusdo dos tibulos com
diazoxida em doses 250 ¢ 400uM causou uma hiperpolarizacdo do potencial de membrana
das células de Sertoli. (fig IV-11 e fig IV-12). Esse efeito estd de acordo com o esperado
para essa droga, uma vez que a abertura de canais de K' provocada pela diazoxida, leva a
uma saida deste ion da célula direcionada pelo seu gradiente eletroquimico através da
membrana. Com a saida de cargas positivas, o interior da célula torna-se mais negativo, o
que se traduz numa hiperpolarizagdo da membrana.

A aplicagdo de testosterona sobre células com seus canais de Karp ativados pela
diazoxida, ndo causou nenhuma variagdo nos parametros eletrofisiologicos da célula
empalada. (fig IV-11 e fig IV-12). Isso nos mostra que a diazoxida suprimiu totalmente os
efeitos da testosterona sobre as células de Sertoli. Somando-se essa observacao a de que a

glibenclamida, ao fechar os canais de Katp, evoca uma resposta semelhante a da
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testosterona, nos permite especular que ha um envolvimento dos canais de Karp na agdo
deste hormdnio. Adicionando-se a isso, o fato da a¢do desaparecer com a lavagem, ¢ mais
um indicativo de que a agdo observada da testosterona se dd ao nivel da membrana
plasmatica.

Em estudos com osteoclastos de galinhas (BRUBAKER & GAY, 1999) e ratos
(OKABE et al., 2000), o 17B-estradiol causou uma despolarizagdo da membrana associada
a uma reducdo da condutancia, ou seja, um aumento na resisténcia. Em ambos estudos os
autores sugerem que o 17P-estradiol exerce seu efeito atuando sobre canais de K,

indicando um efeito semelhante deste esterdide na membrana plasmatica de osteoclastos.

Efeito da retirada do CI na acdo da testosterona no potencial de membrana de
células de Sertoli

Foi demonstrado que células de Sertoli expressam o regulador de condutincia
transmembrana da fibrose cistica (CFTR) (BOOCKFOR et al., 1998). Acredita-se que o
CFTR funcione como um canal de CI ativado por proteina quinase dependente de AMPc.
Ele est4 localizado principalmente na membrana apical de células epiteliais polarizadas. E
bem reconhecido que células de Sertoli secretam muitos dos componentes nutricionais e
regulatorios que sdo responsaveis pela modulagdo e manutengdo das células germinativas
durante a espermatogénese. De fato, esses componentes formam muito do microambiente
especializado dentro do tubulo seminifero que é necessario para o desenvolvimento
adequado das células germinativas. Uma das fungdes mais importantes da célula de Sertoli
em criar ¢ manter esse microambiente, ¢ o controle do balanco de fluidos. Em outros

tecidos como pulmio, pancreas e intestino, os canais de ClI” CFTR tém um papel

importante no transporte de fluidos e eletrolitos.
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A aplicagcdo de ATP sobre o lado apical de células de Sertoli em cultura causa um
estimulo grande e sustentado de uma corrente de curto circuito (Ics). Sugere-se que esta
corrente para dentro (uma corrente para dentro corresponde a um influxo de cargas
positivas através da membrana celular) pode ser atribuida a secre¢do de Cl° (KO et al.,
1998).

Em células de Sertoli-TM4, JUNGWIRTH et al, 1997, descreveram que a
despolarizagao causada pelo FSH foi totalmente abolida com a retirada do cloreto da
perfusdo. Assim sendo eles sugerem que o FSH ¢ capaz de ativar uma condutancia de
cloreto nessas células.

Em duto eferente de ratos, observa-se uma corrente de curto circuito (Ics) que pode
ser estimulada por forscolina (que aumenta o AMPc intracelualr). Sugere-se que a maior
parte dessa corrente se deve a secre¢do de anions. A testosterona e a Sa-diidrotestosterona
inibiram tanto a Ics basal como estimulada por forscolina dentro de 10-20segundos, e essa
inibi¢ao foi dose dependente, com ICsy de aproximadamente 1uM, e inibi¢do maxima com
10uM de testosterona. Os experimentos de substituicdo de ions indicaram que a queda na
Ics depois da adicdo da testosterona se deve a queda da secrecdo de cloreto, j4 que a
inibicao foi prevenida pela retirada do cloreto da solugdo de banho (LEUNG, et al. 2001).

Ao substituirmos o CI” pelo 4cido organico gluconato no KRb de superfusdo dos
tubulos seminiferos, ndo observamos um efeito significativo na acdo da testosterona
(figIV-13). Tal resultado nos sugere que esse anion ndo ¢ essencial para o efeito

despolarizante da testosterona nas células de Sertoli.
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Efeito de bloqueadores de canais de Ca’* na a¢io da testosterona no potencial de
membrana de células de Sertoli

A fase despolarizante da alteracdo bifasica gerada pelo FSH no potencial de
membrana das células de Sertoli ¢ bloqueada por verapamil, um bloqueador de canais de
Ca”" tipo-L (WASSERMANN, et al. 1992). Adicionalmente, LALEVEE e colaboradores,
1997, registraram em cultura de células de Sertoli uma corrente transitoria para dentro.
Como essa corrente foi suprimida na auséncia de Ca®" extracelular, os autores alegam que
esse cation seja o responsavel pela corrente para dentro evocada por despolarizagdes na
membrana. Essas correntes foram caracterizadas como correntes do tipo-T.

Canais de calcio do tipo N também parecem estar presentes em células de Sertoli
em cultura, ja que a m-conotoxina bloqueou a secre¢do de proteinas estimuladas por FSH
nessas células (TARANTA, et al., 1997).

Como ja discutimos anteriormente, nossos resultados mostram que a testosterona
estimula o transporte de *Ca*" em células de Sertoli isoladas, e que a captagio basal de
*Ca®" variou com a idade (Tabela IV-2), a0 passo que a agio estimulatoria da testosterona
(em %) foi independente da idade (figIlV-16). A dissociacdo do efeito da testosterona na
captagio de *Ca®" e despolarizagio da membrana em células de ratos mais velhos que 34
dias, indica que ¢ interessante estudar os canais de cdalcio envolvidos na agdo da
testosterona durante o desenvolvimento.

O efeito do verapamil, uma fenilalquilamina bloqueadora dos canais de célcio
dependentes de voltagem (CCDV) tipo L, sobre os parametros eletrofisiologicos das
células de Sertoli esta sendo investigado, e os nossos resultados preliminares (Fig IV-14)
indicam que ela bloqueia parcialmente seus efeitos. Isto sugere algum envolvimento dos
canais de Ca’" nesta a¢do da testosterona. Uma investigagio mais completa sobre esse

assunto esta sendo realizada no nosso laboratorio.

100



Como ja foi discutido, os niveis de testosterona encontrados dentro dos testiculos
sd0 muito mais altos que os niveis plasmaticos. A maioria dos efeitos de androgenos sdo
mediados pelo seu receptor nuclear, ja bem caracterizado. Niveis de testosterona ao redor
de 1nM, sdo suficientes para estimular o receptor nuclear de andrégenos, o que torna dificil
o entendimento de como esses receptores podem responder a niveis mais altos de
androégenos quando eles ja estdo saturados. Um sistema alternativo de percepcao de
variagdes dos niveis de androgenos acima do nivel de saturagdo dos receptores nucleares
poderia estar atuando em conjunto com os mesmos. Um possivel sistema alternativo
seriam os receptores nao-gendmicos de andrégenos. Varios efeitos ndo-gendmicos de
esteroides ja foram descritos para praticamente todas as classes de esteréides (CHRIST et
al., 1999).

Sugere-se que, além dos ja descritos receptores nucleares de esteroides, haja
receptores de esterdides localizados na membrana plasmatica. Para alguns esterdides tais
receptores ja foram identificados, dentre eles o de estrogeno (RAZANDI et al., 1999), e o
de progesterona (FALKENSTEIN et al., 1998; LUCONI et al., 1998; ROSSATO et al.,
1999).

No presente trabalho foram apresentados efeitos rapidos da testosterona: sua agao
estimulatéria na captacdo de célcio, sua capacidade de alterar imediatamente o potencial de
repouso das células de Sertoli, provocando uma despolarizagdo, de maneira dose
dependente e reversivel com a lavagem. Além disso ha indicagdes de que os canais de
potassio dependentes de ATP estejam envolvidos nesta agdo, e possivelmente os de calcio
voltagem dependentes do tipo L. Todas essas observagdes sdo mais um indicativo da
presenga de um mecanismo de agdo na membrana plasmatica da testosterona nas células de

Sertoli.
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Ha cada vez mais evidéncias de que a membrana plasmadtica das células, ndo ¢
apenas umas bicamada lipidica inerte, e os proprios lipideos sdo hoje participantes ativos
da vida celular. O conceito de mosaico-fluido de Singer-Nicholson de como a membrana
celular ¢ organizada ainda ¢ o modelo adotado por livros texto. Porém, biofisicos
acreditam que os lipidios existam em diferentes fases em bicamadas lipidicas modelo,
incluindo gel, estado liquido ordenado e estado liquido desordenado, citados aqui em
fluidez crescente. No estado gel, os lipidios estdo semi-congelados, enquanto no outro
extremo, no estado liquido desordenado, toda a bicamada lipidica ¢ fluida, como foi
proposto pelo modelo de Singer-Nicholson. Na fase liquida ordenada, os fosfolipideos com
cadeias de carbono saturadas, se agrupam firmemente com o colesterol, mas mesmo assim
continuam moéveis no plano da membrana. No entanto, apesar da caracterizagdo biofisica
detalhada do modelo de membranas, tem sido dificil demonstrar que os lipideos existem
nessas diferentes fases no complexo meio ambiente celular.

Porém, ha mais de dez anos, surgiu a hipotese de balsas de lipidios (‘lipid rafts’).
Ela se originou de estudos sobre polaridade das células, e sua postulacdo central era a
existéncia de grupamentos dinamicos de colesterol e esfingolipideos na camada
exoplasmatica da bicamada lipidica, formando balsas de lipideos. A preponderancia de
cadeias de hidrocarbono saturadas em esfingolipideos celulares, permite que o colesterol se
intercale firmemente, numa organizacdo semelhante a do estado liquido ordenado nos
modelos de membrana. A membrana a volta das balsas de lipideos ¢ mais fluida, e consiste
principalmente de fosfolipideos com cadeias laterais insaturadas e colesterol. Em outras
palavras, balsas de lipideos formam fases liquido-ordenadas na bicamada lipidica,
dispersas numa matriz liquido-desordenada de glicerolipideos insaturados. Uma das mais

importantes propriedades das balsas de lipideos, € que podem incluir ou excluir proteinas
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de maneira variavel. O papel mais importante das balsas na superficie da célula pode ser
sua fung¢do na transmissao de sinal (SIMONS & TOOMRE, 2000).

A visdo atual sobre as balsas de lipideos, é que se trata de estruturas especializadas
da membrana plasmatica, formando microdominios que concentram uma variedade de
moléculas sinalizadoras, incluindo receptores ligados a proteina G, proteinas G
heterotriméricas e pequenas, adenilil ciclase, proteina quinase C (PKC), oxido nitrico
sintase, além de receptores individuais, ativados por ligagdo do ligante. Se a ativacdo de
um receptor se da numa balsa de lipideo, o complexo de sinalizagdo estd protegido de
enzimas que ndo fazem parte da balsa, como as fosfatases de membrana, que de outra
forma poderiam interferir na transmissao do sinal.

Tém sido propostos varias explicacdes para o significado da associagdo dessas
moléculas sinalizadoras dentro dos microdominios. Uma teoria € que servem como
andaimes para o recrutamento de componentes de cascatas sinalizadoras, aumentando sua
eficiéncia e ligando rapidamente os receptores a mais de um sistema sinalizador e assim, as
interagdes em um microdominio desses poderia compartimentalizar, modular e integrar
sinais na membrana plasmatica. Uma teoria alternativa ¢ de que essas estruturas podem
manter as moléculas sinalizadoras em seu estado inativo, até que se tornem ativas para
liberar a mensagem, ou podem atrair componentes sinalizadores para finalizar o sinal do
receptor (HUR & KIM, 2002).

Uma caracteristica convergente nos modelos existentes, ¢ que balsas individuais se
agrupam em ‘clusters’ para conectar proteinas da balsa de modo a formar um complexo
sinalizador. Apesar de estarmos numa fase em que € possivel apenas a sugestdo de
hipoteses de trabalho, podemos vislumbrar que segundos mensageiros como
fosfoinositideos ou esfingosideos, estimulados por esterdides como por exemplo a

progesterona (GOSH et al., 1997) e a testosterona, poderiam influenciar no movimento e
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comportamento das balsas ou ‘clusters’ de balsas, regulando a interacdo (‘cross-talk’) de
diferentes cascatas sinalizadoras.

Tomando os resultados apresentados neste trabalho, podemos afirmar que a
testosterona, ao interagir com a membrana plasmatica das células de Sertoli, através de um
possivel receptor de membrana, fecha os canais de K, o que leva & uma consegqiiente
despolarizagdo da membrana plasmatica. Além disso a testosterona estimula a entrada de
Ca’" nas células de Sertoli. Em células B do pancreas, sufoniluréias como tolbutamida e
glibenclamida, que sdo amplamente usadas no tratamento de diabetes mellitus ndo
dependente de insulina, fecham os canais de K', esse fechamento produz uma
despolarizagdo da membrana das células B, o que leva a abertura de canais de célcio
dependentes de voltagem, permitindo a entrada de Ca®". Esse aumento da concentra¢io
intracelular de Ca>" dispara a exocitose dos granulos de insulina (MIKI et al., 1999).

Baseados na semelhanga dos efeitos observados podemos propor que, de maneira
analoga a glibenclamida em células B, a testosterona fecha os canais de K das células de
Sertoli, este fechamento provoca a despolarizacio da membrana, com a conseqiiente
abertura dos canais de Ca*" e aumento do Ca®" intracelular. Assim, o fato do bloqueio dos
canais de Ca”" ndo anular a despolarizagio provocada pela testosterona, se explica na
medida em que a entrada de Ca®" ndo é causa, e sim conseqiiéncia do fechamento dos
canais de K.

A habilidade das células de reagir de maneira apropriada a uma variedade de
estimulos do meio ambiente requer um alto nivel de especificidade na sinalizacdo que vai
da membrana plasmatica até o niicleo. Chama a atengdo como uma especificidade tao alta
¢ conseguida, dado o nlimero relativamente reduzido de cascatas de segundos mensageiros
j4 elucidadas. A contribuigdo de diferentes sinais de Ca** para esta especificidade tém sido

o alvo de varios estudos nos ultimos anos.
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O calcio ¢ um segundo mensageiro ubiquo, envolvido na regulacio de uma
variedade de fung¢des celulares, entre elas, modulacdo da atividade dos microfilamentos do
citoesqueleto, ativacdo da calmodulina, ativagdo da proteina quinase C, ativa¢do da
fosfolipase C com conseqiiente formacdo de inositol 1,4,5-trifosfato, e regulacdo da
expressao génica (BOOTMANN et al., 2001; BUGRIM, 1998; DOLMETSCH et al., 1997,

GHOSH & GREENBERG, 1995).

Numa interpretacdo que liga a agdo da testosterona na membrana plasmatica e no
receptor nuclear, poderiamos propor que: a entrada do calcio estimulada pela testosterona,
ativa através de mecanismos ainda ndo identificados o transito acelerado da propria
testosterona ao nucleo onde atua, como ocorre por exemplo com as proteinas citosolicas
especificas chamadas ‘inibidor da dissocia¢do do nucleotideo guanina’ (guanine nucleotide
dissociation inhibitor — GDI) que interagem com formas especificas da familia de
pequenas proteinas G, as Rab, de maneira que as GDI sejam protegidas do meio ambiente
polar do citosol enquanto transitam entre os diferentes compartimentos membranosos da
célula (CASEY, 1995).

Uma outra sugestdo nesse sentido seria que o Ca’" atuaria como regulador da
transcricdo gendmica, modulando a agdo nuclear, como ja foi descrito em neuronios
(GHOSH & GREENBERG, 1995), ¢ em linfocitos-B, onde a amplitude e a duracdo dos
sinais de calcio controlam a ativacdo diferenciada de diversos reguladores de transcrigdo

(DOLMETSCH et al., 1997).
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V1. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos em nossas condi¢des experimentais, podemos concluir que:

1.

A testosterona provoca um aumento da captagdo de **Ca®" em 1 minuto em células de
Sertoli isoladas de ratos. Este aumento ¢ constante em diversos estdgios de maturagao
testados, independentemente do fato de a captacdo basal ser maior proporcionalmente a

idade do rato.

A testosterona ndo altera o transporte de aminodcidos em testiculos de ratos em

nenhuma das idades testadas.

A testosterona causa uma despolarizagdo imediata no potencial de membrana de

células de Sertoli de ratos pré-puberes e puberes.

A agdo despolarizante da testosterona em células de Sertoli de ratos pré-puberes, ¢ dose
e tempo dependente, e ¢ acompanhada de um aumento na resisténcia da membrana.
Essas acgdes sdo significativas aos 30 segundos e aumentam até 5 minutos
aproximadamente. Tanto as modificagdes do potencial de membrana quanto da

resisténcia sdo reversiveis com lavagem.

Os experimentos de retirada do cloreto sugerem que esse dnion ndo ¢ essencial para o

efeito eletrofisiologico da testosterona.

A diazoxida, um agonista dos canais de Karp , anula a agdo da testosterona nos
parametros eletrofisiologicos aos 30 segundos. A glibenclamida, um antagonista dos
canais de Karp, produz uma acdo homologa a da testosterona nos pardmetros

eletrofisiologicos. Estes resultados sugerem que ha o envolvimento de canais de Karp
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na a¢do do hormdnio. Obviamente nossos resultados nao excluem a possibilidade de

que a testosterona produza outros efeitos além do fechamento de canais Karp.

.o . 2+ . . ,
Resultados preliminares com bloqueadores de canais de Ca” indicam um possivel

envolvimento parcial na agao despolarizante da testosterona.
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SUMMARY

Changes in the electrophysiological parameters of Sertoli cells in seminiferous tubules
from 17-19 day-old rats produced by testosterone were investigated. Using conventional
intracellular microelectrode techniques, we analysed the membrane potential and its input
resistance. The entire tubules were fixed in a superfusion chamber continuously perfused
with Krebs Ringer bicarbonate buffer (pH 7.4, 32°C). Visual control of cell impalement
was achieved with an inverted microscope. The parameters analysed were passed through
an amplifier and recorded on a proprietary software system.

The topical application of testosterone (0.1 to 10 pMolar) produced an immediate (30
seconds) and significant dose-dependent depolarization of the membrane potential of the
cell at all concentrations used. Concomitantly, the input resistance of the cell membrane
underwent a significant increment at 30 seconds. These changes returned to resting values
after washout. The topical administration of 17p-estradiol or progesterone (10uM) did not
change the membrane potential.

The addition to the perfusion buffer of the K" arp channel agonist diazoxide nullified
the depolarization effect of testosterone at 30 seconds. This result suggests that the
immediate action of testosterone is associated with the closing of K’ arp channels, thereby

depolarizing of the membrane.

Key words
Androgen membrane action; Sertoli cell electrophysiology; rat seminiferous tubules;

diazoxide.
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Introduction

Fundamentally, Sertoli cells are regulated by two hormones, follicle stimulating
hormone (FSH) and testosterone. The main function of these cells is to maintain the
integrity and trophism of the seminiferous epithelium, by regulating numerous metabolic
events through their receptors. Besides FSH action on protein synthesis, calcium uptake,
and other metabolic parameters (1), this gonadotrophin alters rapidly and specifically the
membrane potential of Sertoli cells producing a biphasic modification characterised by an
immediate and short hyperpolarization (<5sec) followed by a long depolarization (>6min)
that is blocked by verapamil (an L-type voltage dependent calcium channel (VDCC)
blocker) (2).

FSH increases intracellular Ca®" in Sertoli cells in a dose-dependent manner by means
of an influx from extracellular calcium sources through voltage dependent Ca*" channels
(3, 4) or through a more complex mechanism (5).

Similarly, testosterone increases intracellular calcium in Sertoli cells rapidly and
specifically, probably acting through a cell surface short term signalling pathway (6, 7, 8).
This androgen also produces a rapid (within seconds) Ca”" response through plasma
membrane receptors in chicken and rat osteoblasts (9, 10).

Using Sertoli cell-enriched (SCE) seminiferous tubules from rats irradiated “in utero”
with 1Gray of ®*Co between the 19th and 20th day of pregnancy (11) it was reported in a
preliminary communication that testosterone induces an immediate (<lsec) and transitory
depolarization in the membrane potential of Sertoli cells. The hormone also produced an
increase in *Ca”" uptake within 60sec in isolated Sertoli cells (7).

The role of adenosine triphosphate-sensitive K" (K+ATP) channels in endocrine cells is
being extensively studied. In pancreatic B-cells, increased ATP production inhibits K tp

. . 2+ . . .
channels, depolarizes the membrane, and thereby increases Ca™ influx and insulin
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secretion. Similar effects were obtained with the administration of glibenclamide, a K atp
channel blocker (12). Kim et al. (13) have also suggested that glibenclamide induces
depolarization in cardiac atrium, leading to an increase in Ca®" permeability through L-type
voltage dependent Ca>" channels. Using SCE seminiferous tubules, glibenclamide rapidly
stimulates (20sec) Ca’" uptake through L-type Ca’" channels and produces
electrophysiological changes in the membrane of Sertoli cells, resulting in a prolonged
depolarization (14).

Based on these results, the aim of the present study was to analyse the
electrophysiological response of Sertoli cells to different testosterone concentrations,
including those found in the testis of rats (15). The involvement of K" o1p channels in these
events was also studied through the use of an agonist, diazoxide, and an antagonist,

glibenclamide, of these channels.

Material and Methods

Testosterone, 17B-estradiol and progesterone were purchased from Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA. The agonist and antagonist of K" atp channels, diazoxide and
glibenclamide, were obtained from Research Biochemicals International, Natick, MA,
USA.

The experimental animals were immature Wistar rats (17-19 days of age). These
animals were bred in our animal quarters and housed in an air-conditioned room
(approximately 24°C) with controlled lighting (lights on from 06:00 to 20:00 h). Pellet
food (Purina, Nutripal, Porto Alegre, RS, Brazil) and tap water were available for the
mothers ad libitum. The suckling rats were kept with their mothers until sacrificed by

cervical dislocation.
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For the intracellular recording study, the seminiferous tubules were placed in a
superfusion chamber. One whole testis was decapsulated and carefully stretched with two
pairs of calipers, exposing 3 to 10 undisrupted seminiferous tubules. A home-made grating
of orthodontic wire was used to fix the tubules to the bottom of the chamber. The
preparation was perfused with 1mL/min of Krebs Ringer bicarbonate (KRb) buffer with
glucose (5 mmol/L), at 32°C, pH 7.4, equilibrated with 0,:CO, (5:95; v/v). Visual control
of impalement was achieved with an inverted microscope (Diaphot TMD, Nikon Co.
Tokyo, Japan). The membrane potential (MP) of Sertoli cells was recorded with
microelectrodes filled with 3 mol/L KClI (tip resistance between 15 and 25 MQ), connected
to an amplifier (Intra 767, World Precision Instruments Inc., UK) and displayed on the
screen of an oscilloscope (TDS 200-series Tecktronix, Inc., Wilsonville, OR, USA). Data
were recorded through a data acquisition plate (TDS 200-series Tecktronix Inc.) and a
software package (Wave Star Lite Version 1.0.10, 1996, Tectronix Inc.). Square current
pulses of 0.5 nA, 0.5 Hz, and of 250 ms duration were applied by a square pulse stimulator
(Model S48K, Astro-Med, Inc. GRASS Instrument Division, West Warwick, RI, USA)
through the intracellular electrode for estimation of membrane resistance. The input
resistance (Ro) was measured with a bridge circuit according to Wassermann et al. (2).

To avoid working with germinal cells, only cells with a resting potential (RP) more
negative than —35mV were included in the experiments, since this RP is commonly found
in Sertoli cells from normal (16) or SCE seminiferous tubules from pre-pubertal rats
(-44mV £ 0.5, n=48 (7) and -50mV = 0.68, n=186 (14)).

The tip resistance used (15-25 mQ) is appropriate for the preferential impalement of
cells with a size similar that of Sertoli cells (L. Monti Bloch, personal communication).

This tip diameter hardly permits the impalement of smaller (peritubular/myoid) cells.
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Testosterone, 17p-estradiol and progesterone were diluted in ethanol to a final
concentration of 0.1%. A stock solution of glibenclamide was prepared in dimethyl
sulfoxide (DMSO) and stored at —20°C until required. This stock solution was diluted in
KRb to the appropriate final concentration at the time of use. DMSO (0.1%) did not affect
the membrane potential. Diazoxide was freshly prepared in 0.05N NaOH for each
experiment and the final concentration of NaOH in the KRb was 0.001N.

The steroids were applied topically to the bath after achieving a stable resting potential
for at least 2 minutes. Glibenclamide was superfused on the cells for 5 minutes, at which
point it reached its maximal action. The cells were perfused with diazoxide in KRb for 5
minutes before topical application of testosterone. Each treatment was repeated at least
three times, and variations of MP and R, were registered. The results are given as means +
SEM.

Statistical evaluation was performed using paired t-test and one-way ANOVA with
Bonferroni’s post test, using GraphPad InStat version 3.01, 32 bit for Windows 95/NT,
(GraphPad Software, San Diego, California, USA, www.graphpad.com). Differences were

considered to be significant when p<0.05.

Results
In our experimental conditions, the basal electrical characteristics of impaled Sertoli
cells were: resting potential —46.8 £ 0.5 mV (n=174) and membrane resistance 11.7 + 0.3

MQ (n=174).
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The topical administration of testosterone on seminiferous tubules from immature rats
produced an immediate depolarization response in impaled Sertoli cells. This response
increased with time, reaching a maximum after approximately 5 minutes. After washing
with KRb the membrane potential returned close to resting values within 5 minutes (Fig.
1A).

In cells with a resting potential of 47 £ 1.8 (n=16), topical application of 10uM 17f3-
estradiol or progesterone produced a small and non-significant hyperpolarization at 30 sec.
The variation in the observed membrane potential was 0.43 + 0.37 mV (n=7) for 17p-
estradiol and 0.33 £ 0.37 (n=9) for progesterone; membrane potential returned to basal
values within 1 minute. The sequential application of testosterone after 10 min of 17f-
estradiol or progesterone administration, produced the depolarization normally observed
with this androgen.

Fig. 1B represents schematically the response profiles obtained by different
concentrations of testosterone as well as after washing. At all concentrations tested, despite
their different intensities, the sequence of the response was very similar.

Fig. 2 shows the changes in the membrane potential (A) and input resistance (B)
produced by different concentrations of testosterone after 30 seconds. These values
changed in a dose dependent manner. Using paired t test to compare resting and treated
groups, the action of all doses of testosterone was found to be significant (p< 0.02). Using
ANOVA, the variation between treatments at 30 seconds was found to be extremely
significant (p< 0.0001) (Fig. 2).

Although the depolarization can be seen with low doses of testosterone, to test de
K'atp channel agonist action, 10uM of testosterone was chosen because it elicits the

maximal effect.
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The effect on the electrophysiologic parameters of diaxozide and glibenclamide,
respectively an agonist and an antagonist of K'arp channels, is shown in Fig. 3.
Glibenclamide (10uM) depolarized and increased the resistance after a latency of 1 min
and these changes were irreversible (Fig. 3). Perfusion of the tubules with KRb plus
diazoxide caused hyperpolarization of the membrane potential. This effect was visible with
doses of 250 and 400 puM. Using the latter concentration, diazoxide nullified the
depolarization effect of testosterone at 30 seconds (Fig. 4B). Lower doses of diazoxide

diminished this depolarization without suppressing it.

Discussion and Conclusions

The results reported here allow the following conclusions: testosterone, at
concentrations from 0.1 to 10 uM, produces a time and dose dependent depolarization and
an increase in input resistance in Sertoli cell membrane. These actions are immediate and
statistically significant at 30 seconds (p<0.02); thereafter, they rise for up to 5 minutes
approximately. After washing with KRb, the potential and the resistance of the membrane
return to near the resting values. The perfusion of diazoxide (K+ATP channel agonist)
nullified the action of testosterone at 30 seconds. 17B-estradiol and progesterone failed to
significantly alter the resting potential of the cells.

In the histograms presented by Eusebi et al. (16), it is possible to observe two peaks of
resting potential from the cells of whole seminiferous tubules: one with values around -
20mV to -25mV, the other with values around -40mV to -45 mV. This last peak is
predominant in the histogram of resting potential of cells from Sertoli cell enriched (SCE)
tubules. In a previous study by our group (17), it was found that in SCE tubules from 15-
day-old rats the resting potential of the Sertoli cells was —51 £ 0.4 mV (n=121), the range

being from -30mV to -65mV. Taking these results into consideration, and in order to
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exclude the possible source of error due to the heterogeneous population of seminiferous
tubules, only cells having a resting potential more negative than -35mV were included in
the experiments. To impale small cells, such as peritubular/myoid cells, a small tip (high
tip resistance) is needed. The tip resistance used was 15-25mQ, which is the appropriate
resistance for impaling larger cells with a similar size to that of Sertoli cells (L. Monti
Bloch - personal communication). In this way, the possibility of working with cells other
than Sertoli is reduced. The membrane input resistance found in this experiment is lower
than that found in a previous experiment when we used SCE tubules (2, 7, 17). Similar
results were found by Eusebi et al. (16); the low membrane resistance is probably due to
the fact that, in normal seminiferous epithelium, Sertoli cells are electrically coupled to
each other and to the germinal cells. Entire seminiferous tubules were used in the present
work in an effort to preserve the gap junctions of immature Sertoli cells. By this means
the environment was kept as close as possible to its functional integrity (16).

Recent experimental evidence indicates that some steroids, apart from their well-
documented genomic actions, can produce rapid, non-genomic effects, and also are potent
modulators of plasma membrane proteins, including voltage- and ligand-operated ion
channels and G protein-coupled receptors (18, 19). Interaction of the steroids with the
plasma membrane produces manifold immediate effects (1-60 seconds). 17(3-estradiol
rapidly (less than 1 minute) hyperpolarizes GnRH neurons (20). In osteoclasts 10uM 1783-
estradiol produced a depolarization that was associated with a decrease in membrane
conductance (21). Similar results were reported by Brubaker and Gay (22). Using
intracellular recording techniques, it was reported that testosterone modified the resting
membrane potential of neurons in the major pelvic ganglion by triggering a slow
depolarization, and was without significant effect on the resting potential of coeliac

ganglion neurons (23). In rat hepatocytes, the addition of progesterone (1-100pumol/T)
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induces a rapid and completely reversible depolarization of the cell membrane by
decreasing its K™ conductance (24).

Using microiontophoretic application, Orsini et al. (25) found that testosterone
increased within seconds the spike frequency of more than half of the neurons tested in the
lateral hypothalamus of the male rat. The results of Benten et al. (26) provide experimental
evidence for the presence of testosterone receptor binding sites functionally coupled to
Ca”" channels in the plasma membrane of T cells. In male rat osteoblasts testosterone
increased intracellular Ca®" within 5 seconds via Ca*" influx, and increased IP3 and DAG
formation within 10 seconds (10). Testosterone produces an immediate increase in the
concentration of Ca®" in Sertoli cells (6, 7, 8) as well as immediate modifications of the
membrane potential (7).

Some of the concentrations of testosterone employed in this work which produced an
electrophysiological response in Sertoli cells are similar to the values found normally
within the testes of the rat (0.2 — 0.3uM) (27,28). Turner et al. (15) reported values of 0.2 —
0.25 uM in the testis of the rat and Jarrow et al. (29) found values around 0.2uM in rat and
2.0uM in human aspirated testicular fluid. Maddocks et al. (30) found 0.3uM of
testosterone in the testicular venous blood of rats. Furthermore, it has to be remembered
that the secretory pattern of testosterone by the Leydig cells in the interstitial
microenvironment follows the pulsatile characteristics of LH secretion, and therefore its
concentration near the Sertoli cells should be very high (paracrine regulation).

Hakola et al. (31) reported that pulsatile LH release, following its biorhythm, produces
quantal testosterone secretion in male rats. Barttke and Dalterio (32) reported that in
rodents testicular testosterone secretory episodes are interspersed with periods of minimal
steroidogenic activity. Coquelin and Desjardins (33) demonstrated unequivocally that LH

and testosterone are discharged into the circulation in discontinuous pulses in male mice.
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These pulses follow a one-to-one coupling pattern. The peripheral circulating testosterone
level has been reported to be pulsatile also in bulls, following the rhythmic LH secretory
patterns (34). Based on the these findings, we suggest that all these data point towards the
presence of very high concentrations of testosterone in the basal portion of Sertoli cells
following bursts of hormone secretion. In our experiments, we used topic applications of
testosterone, in order to mimic its physiological bursts.

Glibenclamide, a K arp channel blocker, produces depolarization and Ca®" uptake in
Sertoli cells (14) and interferes with the Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
regulator (CFTR CI channel) (35). The administration of the sulphonylurea glibenclamide
causes an effect homologous to that of testosterone in terms of the electrophysiological
response of the Sertoli cells: depolarization with an increment of the membrane resistance.
The similar response of Sertoli cell membrane to the application of testosterone and
glibenclamide and the suppression of the testosterone effect with the K'arp agonist
diazoxide permits us to speculate on the involvement of K atp channels in the action of the
hormone. Obviously our results do not exclude the possibility that testosterone produces
effects other than the closure of K’ orp channels.

The replacement of CI” for the organic acid gluconate did not have a significant effect
on the action of testosterone (data not shown), suggesting that this anion is probably not
essential for this effect. Taking these results as a whole, it seems reasonable to suggest that
the immediate (30 seconds) action of testosterone is to close the K" a1p channels, increasing
the membrane resistance, causing membrane depolarization and, consequently, opening of
the voltage dependent Ca>" channels (L-type) and the influx of Ca®" (7). At 5 min, the
effect of testosterone on membrane potential and resistance was more evident. The effect
of the Ca*" channel blockers on the action of testosterone has been investigated already,

and preliminary results indicate that they partially block the depolarizing action of
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testosterone. A more complete investigation of the subject is currently underway in our
laboratory.

In conclusion, this paper presents strong evidence that Sertoli cells, in seminiferous
tubules of the rat, respond to concentrations of testosterone, some of them normally found
in the testicular fluids, by means of an immediate and significant membrane potential
depolarization, as well as an increase in input resistance. These parameters return to resting

values after washing and this effect seems to involve K" ap channels.
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Legends to the figures

Fig 1

Effect of testosterone on the membrane potential of Sertoli cells. (A) Typical response to
10uM testosterone in a cell with resting potential of Em=-46mV. (B) Schematic time
sequence of the responses of the membrane potential to different doses of testosterone. T=

testosterone; RP= resting potential

Fig 2
Effect of different doses of testosterone on the membrane potential (A) and input resistance

(B) at 30 sec. Number of samples in brackets. a- paired t-test (p<0.02); b- Bonferroni post-
test (p<<0.05)

Fig 3
Action of glibenclamide (10uM) on the membrane potential and input resistance of Sertoli

cells. Number of samples in brackets. a- t-test (p<<0.05)

Fig 4

Effect of diazoxide (400uM) on the membrane potential of Sertoli cells and its preventive
effect on the action of testosterone (10uM). (A) Typical response in a cell with a resting
potential of Em= -49mV. (B) Modification of resting potential produced by diazoxide,
testosterone and diazoxide + testosterone (means * standard error of the means). Number
of samples in brackets. a- Resting potential vs diazoxide p=0.02; b- Resting potential vs

testosterone p=0.0001; diazoxide vs diazoxide + testosterone = ns.
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Fig 1
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Fig 2
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Fig. 4.
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