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Resumo 

O FSH atua em células de Sertoli de ratos imaturos através de uma via já bem descrita que envolve 

GPCR/ Adenilil ciclase/AMPc/PKA; entretanto, foram observados eventos independentes de 

AMPc/PKA, mas dependentes do influxo de Ca2+, como o transporte de aminoácidos. Esta ação do 

FSH pode estar relacionada a uma via alternativa através de um receptor com características 

semelhantes ao receptor de IGF-1. Neste trabalho, utilizando a técnica de registro eletrofisiológico 

intracelular observou-se que a resposta eletrofisiológica do FSI-l modifica-se conforme a idade entre 15 

e 18 dias. Também foi verificado que a nimodipina alterou o pote ncial de membrana (PM) das c~Julas 

provocando uma redução do efeito hiperpolarizante produzido pelo FSH. lGF- 1 produziu 

despolarização imediata do PM das células ele Sertol i. Esta ação pode estar relacionada ao autm:nto da 

captação de 45Ca2+ e do aumento do transporte de 14C-MeAIB, eventos detlagrados por este fator de 

crescimento. O FSH e o lGF-1 podem estar atuando sobre os mesmos parâmetros ue forma sinérgica 

na função proliferativa durante a fase proliferativa das células de Sertoli. 

Palavras Chave: FSH, IGF-1, Canais de ci+, transporte de am inoácidos, células de Sertoli 

UFRGS- B!BUOTEC~"
INST. BiOCIÊNCiAS. 2 



Abreviaturas 

AMPc: adenosina-monofosfato cíclica 
CCDV: canal de cálcio dependente de voltagem 
DHPs: dihidropiridinas 
DMSO: dimetil sulfóxido 
ERK: cinase regulada por sinal extracelular 
FSH: hormônio folículo estimulante 
FSH-Rl: receptor tipo I para hormônio folículo estimul.ante 
FSH-R3: receptor tipo 3 para hormônio folículo estimulante 
GPCR: receptor acoplado à proteína G 
IGF-1: tipo 1 do fator de crescimento semelhante u insulina 
K+ ATP: canal de potássio sensível ao ATP 
KRb: Krebs-Ringer bicarbonato 
MeAIB: ácido metil-aminoisobutírico 
PbK: fosfatidíl inositol-3-cinase 
PKA: proteína cinase A 
PKC: proteína cinase C 
PM: potencial de membrana 
R0 : resistência de membrana 
T/M: razão tecido/meio 
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lntt·oduçáo 

As células de Sertol i de testículos de mamíferos exercem um papel de suporte: recebendo, integrando c 

enviando os sinais requeridos para o desenvolvimento do processo espermatogênico. Desta forma, as 

células de Sertoli fornecem às células germinativas os nutrientes e fatores biológicos necessários pi:ira 

seu desenvolvimento, através de uma comunicação célula-célula [ 1, 2]. Os principais mensageiros que 

atuam nas células de Sertoli são o hormônio folículo estimulante (FSH) e a tcstosterona [3-5], sendo 

que estes hormônios atuam através de diferentes vias, as quais variam com o estágio de maturação 

celular. 

O FSH induz, nas células de Sertoli de ratos imawros, um aumento no transporte de aminoácidos 

através do sistema A, que é um co-transportador Na +-aminoácido (6]. Este efe ito é dependente do 

influxo de cálcio (Ci+) através de canais de cálcio dependentes ele voltagem (CCDY) [7]. O aumento 

de Ca2+ induzido por FSH é independente ela via da adenosina-monofosfato cíclica (AMPc) a qual é 

ativada pela ligação do FSH ao seu receptor acÓplado à proteína G (GPCR) [8, 9]. O bloqueio dos 

CCDY com verapamil, níquel ou cobalto inibe o transporte de aminoácidos, indicando uma relação 

entre este transporte e a ativação de canais de Ca2+ [7]. Experimentos eletrofisiológicos, em células ele 

Sertoli de ratos imaturos, demonstraram que o FSH apresenta uma resposta bifásica, com uma rápida 

hiperpolarização (em menos de 5s), seguida de uma despolarização prolongada (muis de 6 minulos). 

Verapamil, bloqueando canais de Ca2+ tipo L, atua inibindo a fase despolarizantc da ação do FSH, mas 

não a biperpolarização [ 10]. Esta hiperpolarização pode estar relacionada com canais de potássio 

dependentes de ATP (K+ /\TP) [11] pois esta foi inibida por tolbutamida, uma sulfoniluréia com a<_;;ão 

inibitória sobre estes canais, em células de Sertoli (dados preliminares). Foi descrito que os canais 

K+ ATP estão envolvidos na ação hiperpolar]zante do FSH em membrana de células foliculares de 

oócitos cleXenopus [12]. 

A via de sinalização do FSH, em resposta à ligação do hormônio com o receptor acoplado à proteína G 

(GPCR) já está bem descrita. Este receptor, também conhecido com FSH-R 1, ativa aclenilato ciclase 
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que, por sua vez, aumenta AMPc produzindo efeitos relacionados com o controle da síntese protéica. 

A complexidade das rotas de sinalização pós-receptor, em resposta ao FSH, indica a existência de 

outras vias de transdução de sinal, além desta via GPCR/Adenilil ciclase/AMPc/proteína cinase A 

(PKA) [13]. A ação do FSH sobre o transporte de aminoácidos, o qual é dependcnle da captação de 

cálcio através dos CCDV tipo L em células de Sertoli de testículos imaturos f 14], parece estar 

relacionada com esta via alternativa. A presença de um receptor denominado FSH-R3, formado a partir 

de splicíng alternativo, tem sido postulada como mecanismo plausível para a explicação do aumento 

da captação de ci+ estimulado por FSH. Este receptor fo i caracterizado por Babu e colaboradores 

(15] apresentando características de receptor para lGF-1 e, nas células da granu losa ovariana, é 

responsável pela ativação da via de cinase regulada por sinal extracelular (ERK), sendo independente 

de AMPc, mas dependente do influxo de Ca2
+ e da via da proteína cinase C (PKC) [15-J 8]. Este 

receptor FSH-R3 está relacionado com o desenvolvimento de tumor ovariano envolvendo proliferação 

das células da granulosa [19]. Este mecanismo !-tlternativo, ainda necess ita de confirma<_,;ão su ficienle 

por laboratórios independentes, visto que alternativas de sinalização foram propostas por diferenles 

pesquisadores (para revisão [20]). 

É pertinente assinalar a importância do Ca2
+ na proliferação em células ele Sertoli, como foi 

demonstrado por Grasso e Re ichert [8]. Um estudo de Dahia e Rao [21] observou que a mobilização 

seletiva de Ca2+ por FSH, em um minuto de incubação, ocorreu somente em células de Sertoli de ratos 

imaturos. Estes autores sugerem que a via, na qual o FSH atua sobre a captação de Ca
2

+, é observada 

somente em animais imaturos e não nos adultos. Da mesma forma fo i observado para o transporte de 

aminoácidos, onde o FSH aumenta o transporte somente nos anímais imaturos [ó]. Estes dados 

indicam que esta via, ativando captação de Ca2
+, pode ocorrer originando uma resposta diferencial ao 

FSH entre as células de Sertoli de ratos imaturvs e de ratos adultos [21 ]. O efeito rápido do FSH na 

membrana das células de Sertoli tem sido descrito por diversos estudos [7, ~. 21, 22], mas ainda não 

foi formulada uma explicação satisfatória, apesar dos esforços na pesqu isa. A existência de receptores 
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de alta afinidade para IGF-1 em células de Sertoli foi reportada por Oonk e Grootegoed L23] que 

sugeriram que esta somatomedina exerça ação na diferenciação e funcionalidade das gônadas. O 

número de receptores para IGF-1 é variável com a idade, de forma que células de Sertoli de ratos com 

21 dias de idade apresentam maior número de receptores do que célu las ele Sertoli de ratos adultos (4 

meses de idade). Estes autores não observaram ligação do FSH com o receptor de lGF- l, 

demonstrando a especificidade do receptor de IGF-I com seu hormônio. 

Neste estudo, avaliamos a resposta eletrofis iológica do FSH no período de maturação sexual de ratos, a 

participação de canais de ci+ e a ação de lGF-I s\~bre os parâmetros já descritos para o FSH, como 

captação de 45Ca2+ e transporte de 14C-MeAIB. 

Material e Métodos 

Os fármacos FSH, IGF-1 e nimodipina foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO, EUA. 

Animais: Os animais experimenlais utilizados foram ratos Wistar imaturos (10-18 dias), oriundos do 

CREAUUFRGS e mantidos em ambiente com ar condicionado (24°C) e período de luz controlado 

(luz das 6:00 a.m. até 8:00 p.m.). Ração (Purina, Nutripal, Porto Alegre, RS, Bras il) c água potável 

foram disponibilizados para as matrizes ad libitum. Os animais lactentes são mantidos com suas mães 

até osacrifício por deslocamento cervical. 

Este trabalho faz parte de um projeto que obteve a aprovação do CEP/UFRGS através elo processo 

número 2007861. 

Experimentos Eletrofisiológicos. Em cada experimento, um testículo foi decapsulado e 

cuidadosamente estirado com duas pinças, expondo de 3 a 10 túbuJos semi níferos íntegros e fixado nu 

fundo de uma câmara de perfusão, com fluxo de 1 mUmin de tampão Krebs Ringer bicarbonato (KRb) 

com glicose (5 mM) a 34°C, pH 7,4, gaseificado com 0 2:C02 (<J5:5; v/v). O potencial ele membrana 

(PM) intracelu lar foi registrado com a utilização de um eletrodo de borosilicato (diâmetro ele 1,2mm, 

World Precision Instuments), com resistência típica 15-25MQ, acoplado a um holder preenchidos com 



solução de KCI 3M. O empalamento das células fo i realizado com o aux ílio de um mi(.;romanipulador 

com controle visual do procedimento através de microscópio invertido (Diaphot TDM , Ni kon Co., 

Tóquio, Japão). O PM foi amplificado por um elctrômetro ( INTRA 767, World Precis ion lnstru ments) 

e monitorado através de um osciloscópio (TOS 200-series, Tektronix , Inc. Wilsonville, OR, EUA). Os 

dados foram armazenados através de placa de interface (TOS 200-series Tektronix , Inc.) c do software 

WaveStar Lite Version 1.0.10, 1996, Tektron ix, Inc. Este método fo i previamente descrito por von 

Ledebur et al. [24]. Pulsos de corrente quadrada de 0 ,5nA, 0.5 Hz e 250 ms de duração foram gerados 

por um estimuJador (Modelo 548K, AstroMed, Inc. GRASS lnstrumcnt Divis ion, West Warwick, Rl, 

EUA) e aplicados através do microeletrodo intracelular para registro da resistê ncia de membrana (Ro). 

ARo foi mensurada com um circuito-po nte de acordo com Wasse rmann et al. [I 0]. Após dois minutos 

de estabilização do potencial de repouso lGF-1 ou FSH foram aplicados topicamcnte e nimodipina foi 

perfundida por cinco minutos antes da aplicação do hormônio. Cada tratamento fo i repetido pelo 

menos cinco vezes em diferentes células ele diferentes an imais e as variações do PM c R0 foram 

registradas. Os resultados estão expressos em m édia± SEM . 

Experimentos de Transporte de 14C-MeAIB. Testículos de cinco ratos imaturos ( 13 dias) foram 

removidos e uma gônada, alternadamente direita e esquerda, de cada rato foi uti lizada como controle c 

sua contralateral foi utilizada nos tratamentos, resultando em n=5 para cada grupo. Os testícu los foram 

pesados, decapsulados e pré-incubados por 50 minu tos em um incuhador metabólico de Dubnoff em 

tampão KRb a 34°C, pH 7 ,4, gaseificado com 0 2:C02 (95:5; v/v). As gônadas fo ram incubadas por 30 

minutos, com 14C-MeAIB (0, I ~-tCi/mL) e com ou sem IG F-1. Após a incubação, os testkulos foram 

removidos com uma pinça para tubos com 1 mL de água destilada. As amostras foram c:;ongeladas c 

após 24 horas foram fervidas por dez minutos. Alíq t~otas de 100 ~-tL do m~.;io int~rno e do meio ex temo 

foram tomadas para medida de radioatividade em líquido de cintil ação Optifasc em um cspcclrômctro 

de cintilação líquida beta modelo 12 15 (LKB-Producer AB, Bromma, Suécia). A e ficiência de 
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contagem foi de 85-90%. Os experimentos foram feitos em duplicata. Os resultados foram expressos 

pela relação tecido/meio (T/M). 

Experimentos de Captação de 45Ca2+. Testículos de cinco ratos imaturos (10 dias) foram removidos 

e uma gônada, alternadamente direita e esquerda, de cada rato foi utilizada como controle e sua 

contraJateral foi utilizada nos tratamentos, resultando em n=5 para cada grupo. Os testículos foram 

pesados, decapsulados e pré-incubados por 60 minutos em um incubador metabólico de Dubnoff em 

tampão KRb com 45Ca2+ (0,2!-!Ci/mL) a 34°C, pH 7,4, gaseificado com 0 2:C02 (95:5; v/v). As 

gônadas foram incubadas por dois minutos em KRb com 4sCi+ e com ou sem JGF-J. Para interromper 

a incubação foi utilizada a técnica relatada por Batra e colaboradores [25] com modificações. Foi 

adicionado às amostras 1 mL de tampão com cloreto de lantânio (lOmM) a 0°C para interromper o 

fluxo de cálcio. O sobrenadante fo i preservado para medida do meio externo e os testículos foram 

removidos para tubos contendo 1 mL de água destilada para posterior medida do meio interno. Todos 

os tubos foram congelados e os testículos foram posteriormente fervidos por dez minutos. Alíquotas de 

lOO!lL do meio interno e externo foram tomadas para medida de radioatividade em líquido de 

cintilação, conforme previamente descrito. Os experimentos foram fe itos em duplicata. Os resullados 

foram expressos pela relação tecido/meio (T/M). 

O FSH foi diluído em KRb na dose de 4mU/21JL aplicados topicamente em lmL contidos na câmara 

de perfusão. IGF-1 foi diluído em água destilada e estocado a 4°C; quando requerido, a solução-

estoque foi diluída em KRb até a solução final de 25 ng/mL. Nimodipina foi diluída em dimetil 

sulfóxido (DMSO) e, posteriormente, em KRb até a concentração de 5 f..t.M. A concentração final de 

DMSO (0,1%) não afeta os parâmetros testados. 

A análise estatística foi realizada por um teste-t não-pareado para diferenças entre dois grupos e 

ANO VA de uma via ou duas vias seguido do pós-teste ele Bonferroni para análise de variáncia, usando 

UFRGS - B!BUOTf:C..: 
·~-~'T RtOr.IFH[;it\1~ 



o software GraphPad lnStat versão 3.01, 32 bit rara Windows 95/NT (GraphPad Software, S~to Diego, 

Califórnia, EUA, www.graphpad.com). As diferenças são consideradas significativas quando p :S 0,05. 

Resultados 

Efeito da nimodipina na ação do FSH sobre o potencial de membrana (PM) A aplicação de 5~-tM 

de nimodipina altera o PM das células de Sertoli de ratos imaturos (15 dias), apresentando variação de 

-42±0,3 mV para -39,3±0,72mV (60s)* e -38,8±0,56mV(120s)*; n=lü, *p<0,05. A prévia perfusão 

com nimodipina altera o padrão de resposta à aplicação tópica de FSH (4mU) reduzindo a duração ela 

fase de hiperpolarização (Fig 1). 

Resposta eletrofisiológica ao FSH em células de Sertoli de ratos de 15 e de 18 dias. A altcrac;ão do 

padrão de resposta ao FSH de acordo com a fase de maturação pode ser observada na figura 2. Com 15 

dias de idade, obtém-se como resposta à aplicação tópica de FSH (4mU) uma hiperpolarização seguida 

de uma despolarização. Durante a hiperpolarização há uma leve redução da resistência da membrana 

enquanto que na despolarização ocorre um aumento da resistênci.a (variando de 19, 1±0.4 MQ em 30 

seg até 25,6±3* em 180 seg após a aplicação do hormônio (*p<0,05)). Em ratos de ·18 dias a 

despolarização ocorre em menos tempo e com maior intensidade e duração (Fig 2). Uma resposta 

simil~r foi obtida com a utilização de nimodipina. 

Resposta eletrofisiológica ao IGF -1. A aplicação tópica de IGF-1 (25ng/mL) produz uma 

despolarização do PM imediata, com valor de significância p<0,05, n=lO (Fig 3). Com esta dose não 

foi observada diferença significativa sobre o aumento da resistência da membrana. 

Captação de 45Ca2+ e de 14C-MeAIB em resposta ao IGF-1. IGF-1 (25ng/mL) produz aumento do 

acúmulo de 14C-MeAIB em testículos de ratos imaturol'i (13 dias), em 30 minutos de incubação (Fig 

4A). Com a mesma dose de IGF-1 observa-se aumento da captação de 
45Ci+ em testículo de ratos (lO 

dias) com 2 minutos de incubação (Fig 4B). 



Discussão 

Ao produzir despoJarização no PM das células de Sertoli e induzir redução no efeito hipcrpolarizante 

do FSH, a nimodipina apresentou efeito diferente do esperado. Tem sido descrito que as DHPs e 

alguns de seus derivados apresenLam sítios de ligação em canais de K+" n' [26, 27] modulando a 

corrente destes canais. A possibilidade de que esta substância estar atuando no canal de K+ ATI' é 

plausível, uma vez que a célula de Sertoli tem presentes estes canais, como já descrito anteriormente 

pela ação de sulfoniluréias onde foi observado que a tolbutamida produz despolarização imediata, além 

de produzir aumento na captação de 45Ca2
+ nestas células [20, 28]. Talvez por esse. molivo a 

nimodipina produza uma alteração no PM, alterando também a duração do período hiperpolarizante 

produzido pelo FSH (Fig. 1 ). Desta forma, estes bloqueadores não se apresentaram como um 

instrumento eficiente para provar a ação do FSH sobre os CCDV. 

A resposta bifásica eletrofisiológica ao FSH está, provavelmente, relacionada com uma subrt:posição 

de efeitos do hormônio, ao produzir ativação de diferentes tipos de receptores ou vias metabólicas. Em 

células de Sertoli de ratos de 18 dias de idade, a resposta despolarizante está mais acentuada em 

relação ao mesmo tratamento aos 15 dias de dade (Fig. 2). Esta diferença de resposta pode estar 

vinculada às diversas alterações que estas células passam durante o período de maturação. Foi descrito 

que o número de receptores para lGF-1 aumenta durante a fase púbere, Lendo seu pico aos 21 dias de 

idade, enquanto que, no adulto, o número desses receptores diminui [23]. O IGF-1 provoca uma 

resposta despolarizante no potencial de membrana das células de Sertoli já aos 15 dias de idade 

(Fig.3). 

Da mesma forma que foi observado para o FSH [7, 9], o IGF-1 também aumenta a captação de -t
5Ca2

+ e 

o transporte de aminoácidos na fase pré-púbere, evidenciando a ação proliferativa ele ambos hormônios 

nesta fase. Já foi visto em células cromafins que lGF-1 produz aumento na transporte de aminoácidos 

via sistema A de transporte de aminoácidos e este é dependente de fosfatidil inositol-3-cinase (PIJK) 

[29]. 

lO 



O FSH, por seus efeitos de membrana e por aumentar o transporte de aminoácidos e a captação de 

45Ca2+ [20], pode estar atuando sinergicamente ao lGF-1 durante a fase de maturação. 
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Legendas 

Figura 1. Resposta eletrofisiológica de células de Sertoli de ratos de 15 dias à aplicação tópica de FSH 

(4mU) e à aplicação tópica de FSH após perfusão com nimodipina (5 f-LM) por 5 minutos. Média ± 

SEM (n=6), *p < 0,05 quando comparado com FSH nos mesmos tempos. 

Figura 2. Efeito da aplicação tópica de FSH (4mU) no PM de células de Sertoli de ratos com 15 dias 

de idade (n=8) e 18 dias de idade (n=6), Média ± SEM, curva com p<0,05. Na comparação através do 

pós-teste de Bonferroni, há diferença entre as idades *p<0,05 e **p<O,Ol. 

Figura 3. Resposta à aplicação tópica de IGF-1 (25ng/mL) no PM de células de Sertoli de ratos com 

15 dias de idade. A variação entre os tempos é significativamente maior que o esperado, segundo o 

leste ANOV A de uma via. Média ± SEM ( n= 10), p<0,05. 

Figura 4. Efeito do IGF-1 (25ng/mL) em testículos de ratos imaturos (10 dias de idade). Acúmulo de 

14C-MeAIB em 30 minutos de incubação (A). Captação de 45Ca2
+ com 2 minutos de incubação (B). 

Média± SEM (n=10), teste T *p< 0,05 quando comparado com os controles. 
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