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RESUMO

A testosterona é um hormonio esterdide androgénico responsavel pelas caracteristicas
masculinas, com importante funcdo na fisiologia testicular. A nandrolona é um esteroide
sintético derivado da testosterona, com acdo anabdlica e androgénica. A catequina é um
flavonoide encontrado em frutas e chas, que possui efeito antioxidante,
anticarcinogénico e antienvelhecimento no organismo. Estudos mostram um possivel
mecanismo de agdo destes esterdides e do flavondide como agonistas do receptor
androgénico de membrana.

Objetivo: Verificar a acdo ndo-classica de androgenos (testosterona, nandrolona) e
catequina nas células de Sertoli de ratos Wistar imaturos.

Materiais e Métodos: Eletrofisiologia: O potencial de membrana foi registrado
utilizando tabulos seminiferos isolados de testiculos de ratos Wistar machos de 15 dias
de idade. O registro intracelular da célula de Sertoli foi realizado utilizando
microcapilares preenchidos com KCI 3mmol/L acoplados a um eletrdmetro. Foi
realizada a aplicacdo topica do esterdide testosterona (1uM), nandrolona (0.1, 0.5 e 1
uM) e do flavonoide catequina (0.1, 0.5 e 1, uM) isoladamente e também apds a
perfusdo com a flutamida (1uM), diazoxida (100 uM) e U73122 (1 uM). Captacdo de
*Ca?*: Os testiculos (n=5) foram pré incubados em KRb com **Ca®" por 60 minutos
para equilibrar o meio intra e extra-celular de *°Ca®*apés o equilibrio, as gonadas foram
incubadas por 5 minutos em KRb com “°Ca?* com ou sem nandrolona (1uM) ou
catequina. Os resultados foram dados como média £ SEM. Os dados da varia¢do do
potencial de membrana foram analisados pelo teste T student e ANOVA para medidas
repetidas com o pds-teste de Bonferroni.

Resultados: A testosterona (1uM) produziu uma resposta despolarizante sobre o
potencial de membrana (PM) alterando de -44,62+0,53mV para -41,41 +0,81* mV, aos
120 segundos apds a sua aplicacdo (*p<0,05) (n=9 células de Sertoli). Esta resposta
despolarizante foi observada mesmo apds a perfusdo com flutamida (1uM). A catequina
(1uM) causou uma resposta de despolarizagdo semelhante a da testosterona, alterando o
PM de -40,20 + 0,51 mV para -35,62 + 1,07mV, aos 120 segundos ap6s a sua aplicacao
(*p<0,001) (n=9 células de Sertoli). A nandrolona (1uM) provocou uma despolarizacdo
alterando o PM de -38,20 + 0,71 para -33,42+ 0,63 *p<0,05. A resposta da catequina e
de nandrolona foi observada em diferentes doses e mesmo ap6s a perfusdo com
flutamida (1uM), diazoxida (L00uM) e U73122 (2uM) anularam o efeito de nandrolona
(1uM) e catequina (1pM). A nandrolona e catequina produziram aumento na captagao
de “*Ca*" em 5 minutos de incubacdo em testiculos de ratos imaturos.

Conclusdo: Os andrégenos testosterona, nandrolona e o flavondide catequina
apresentam uma agdo despolarizante sobre o potencial de membrana de células de
Sertoli de ratos Wistar, observada mesmo apés o bloqueio do receptor de androgenos
intracelular (flutamida). A perfusdo com U73122(bloqueador de PLC) e a perfusdo com
diazoxida (agonista do canal de K'atp) anulou o efeito de nandrolona e catequina,
indicando a participacdo da PLC e de canais de K'atp Na resposta despolarizante
observada. Estes resultados indicam que nandrolona e catequina atuam em um receptor
de andrégenos de membrana, assim como a testosterona, agindo através de uma via nao-
classica sobre as células de Sertoli de testiculos de ratos.
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ABSTRACT

Testosterone is an androgenic steroid hormone responsible for male characteristics, with
an important role in testicular physiology. The synthetic steroid nandrolone ia an
anabolic and androgenic derivative of testosterone, Catechin is a flavonoid found in
fruits and teas, which have antioxidant, anticarcinogenic and anti-aging effects in the
body. Studies show a possible mechanism of action of these steroids and flavonoid as
agonists of the androgen receptor membrane.
Objective: The aim of this work is to investigate the non-classical effect of androgens
(testosterone, nandrolone) and catechin in Sertoli cells from immature rats.
Materials and Methods: Electrophysiological experiments: The membrane potential
was recorded using isolated seminiferous tubules of testes of rats 15 days old. The
intracellular recording of Sertoli cell was performed using microcapillary filled with
KCI 3mmol/L coupled to an electrometer. We performed a topical application of
testosterone (1uM), nandrolone (0.1, 0.5 and 1uM) and the flavonoid catechin (0.1, 0.5
and 1uM) alone and also after infusion with flutamide (1uM), diazoxide (100uM) or
U73122 (1uM). *Ca®* uptake : The testes (n=5 in each group) are pre-incubated in KRb
with *Ca®* (2.7kBg/sample) for 60 min in a Dubnoff metabolic incubator to equilibrate
intra- and extracellular *Ca®* levels until they reached a plateau. Following
equilibration, the gonads were incubated for 5 min in KRb with **Ca?*, with or without
nandrolone (1 uM) or catechin.The results were given as mean £ SEM. The data of the
change in membrane potential were analyzed by ANOVA for repeated measures with
Bonferroni post-test.

Results: Testosterone (1uM) produced a depolarizing response in the membrane
potential (MP) by changing from -44.62 + 0.53 mV to -41.41 + 0.81 mV *, at 120
seconds after application (* p <0.05) (n = 9 Sertoli cells.) This depolarizing response
was observed even after perfusion with flutamide (1uM). Catechin (1 u M) showed a
similar response to depolarization of testosterone, changing the PM of -40.20 £ 0.51 mV
to -35.62 £ 1.07 mV at 120 seconds after application (* p <0.001) (n = 9 Sertoli cells)
after its application. The nandrolone (1uM) showed a depolarization of the PM
changing -38.20 £ 0.71 to -33.42 + 0.63 * p <0.05. The response of catechin and
nandrolone was observed at different doses and even after perfusion with flutamide
(1uM). diazoxidae (100uM) and U73122 (2uM) nullified the effect of nandrolone
(1uM) and catechin (1uM). Nandrolone and catechin increase “*Ca®* uptake within 5
minutes of incubation with immature testes.

Conclusion: The androgen testosterone, nandrolone and flavonoid catechin have a
depolarizing action on the membrane potential of Sertoli cells from immature rats,
observed even after the blockade of intracellular androgen receptor. The U73122
infusion and perfusion with diazoxide nullified the effect of nandrolone and catechin,
indicating the involvement of PLC and K'atp channels in depolarizing response
observed. These results indicate that nandrolone and catechin act on an androgen
membrane receptor, as well as testosterone through a non-classical pathway on Sertoli
cells from rat testes.
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1. INTRODUCAO

1.1. GONADAS MASCULINAS

Os testiculos sdo 6rgdos compostos por um enovelado de tdbulos seminiferos
que estdo envoltos por uma membrana chamada de tunica albuginea, e estas estruturas
estdo localizadas no saco escrotal. Os testiculos sdo responsaveis pela sintese dos
horménios sexuais masculinos e pela espermatogénese, a qual se refere ao
desenvolvimento dos espermatozdides. Os espermatozoides formados a partir das
células germinativas indiferenciadas dentro dos tdbulos seminiferos iniciam sua
diferenciacdo da membrana basal até o lumen dos tlbulos seminiferos e depois de
formados sdo conduzidos para o epididimo, local de maturacdo do gameta masculino.
Formando a parede dos tubulos seminiferos encontram-se células de Sertoli que
fornecem um suporte estrutural e nutricional para o desenvolvimento das células
germinativas. Nos tubulos, encontram-se também as células midides peritubulares que
estdo em contato com a lamina basal, proximo das espermatogobnias e das células de
Sertoli. As células midides possuem atividade contratil que facilita o movimento das
células germinativas diferenciadas e auxiliam na sinalizacdo paracrina dos tubulos
seminiferos. No espacgo intersticial que envolve estes tdbulos encontram-se vasos
sanguineos, tecido linfatico, granulos lipidicos, macréfagos e células intersticiais de
Leydig. As células de Leydig secretam androgenos, 0s quais participam do controle da
espermatogénese (Fig.1) (CHENG & MRUK, 2002; SKINNER, 1991; JOHNSON,

2008).
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FIGURA 1.: Representacdo artistica da localizacdo dos tabulos seminiferos no testiculo e
das células de Sertoli nos ttbulos (Adaptado de Skinner,1991)

A interacdo entre as células testiculares pode ser mediada por substancias
paracrinas, autécrinas e por contato intercelular direto mediado por juncdes
comunicantes (GAP junction) onde a conexina é a proteina que possibilita este processo,
pois forma um canal de abertura que sincroniza funcionalmente as células de Sertoli e as
células germinativas (VERHOEVEN, 2010; POINTIS et. al, 2010). Outros tipos de
junces sdo encontrados nas celulas de Sertoli, tais como: jun¢des de ancoramento e as
juncdes ocludentes, responsaveis pela formacdo da barreira hematotesticular. Também
encontramos desmossomos e hemidesmossomos, que participam na comunicacao entre
as células de Sertoli e as células germinativas. (LUI et al. 2003). As jungdes ocludentes

(tight junctions), muito importantes para o sucesso da espermatogénese, estdo presentes
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em todos os tipos de epitélio e endotélio dos mamiferos. Estas sdo encontradas
geralmente na porcdo mais apical das células, porém, nas células de Sertoli elas se
encontram adjacentes a membrana basal, ao lado de jun¢des aderentes e desmossomos.
As juncdes ocludentes formam a barreira hematotesticular entre o exterior e o interior
do tubulo, o que garante um ambiente imunologicamente protegido para a progressdo
espermatogénica, por formarem uma barreira de seletividade ao fluxo transepitelial de

moléculas e ions (POINTIS et. al, 2010; CHENG & MRUK, 2002; LUI et al. 2003).

1.2. ESPERMATOGENESE

A espermatogénese refere-se a um processo de varias etapas que ocorre nos
tubulos seminiferos no qual as células germinativas sofrem maturacdo até se
transformarem em espermatozoides (POINTIS et. al, 2010). O desenvolvimento das
células germinativas ocorre primeiramente na infancia, periodo no qual as células se
dividem até darem origem as espermatogbnias. Durante a puberdade dardo origem a
espermatdcitos que se dividem por meiose resultando em espermatides, as quais serao
os futuros espermatozoides. A espermatogénese ocorre em ciclos repetidos no epitélio
seminifero (ciclo espermiogénico) e se divide em trés fases: renovacdo das células-
tronco e proliferacdo das células germinativas, meiose e diferenciacdo, e
espermiogénese (POINTIS et. al, 2010; AMANN, 2008).

Na primeira fase, as células-tronco localizadas na membrana basal dos tabulos
seminiferos se dividem formando as espermatogonias. Na segunda fase, as
espermatogonias sofrem varios processos de divisdo meidtica resultando em
espermatogonias do tipo B, que se dividem para formar espermatocitos pré-leptotenos

que se destacam da membrana basal, e por meiose geram as espermatides arredondadas
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(Fig.1.1). A etapa final chamada de espermiogénese consiste na maturacdo dessas
espermatides, que por uma extensa diferenciagdo resultam nos espermatozoéides, seguida
do processo de espermiacdo, que consiste na liberagdo dos espermatozoides para o

[imen tubular (WALKER, 2010; POINTIS et. al, 2010).
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Figura 1.1: Representacdo artistica do processo de espermatogénese. A espermatogdnia
do tipo A sofre divisdes meidticas para se tornar espermatogoénia do tipo B, que entdo se
divide e se diferencia em espermatocitos pré-lepotenos (PL), que logo se tornam
leptoténicos (L), zigdteno (Z) e entdo em espermatécitos paquitenos (EP, MP, LP).
Apos a primeira divisdo meidtica sdo formados os espermatocitos secundarios (I1) que,
em seguida, dividem-se novamente, resultando em espermatides hapldides. As
espermatides perdem seu citoplasma até se diferenciarem em espermatozéides maduros
(Walker, 2010).
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Em ratos, as primeiras divisdes meioticas das espermatogbnias encontradas nos
tibulo seminiferos ocorrem a cada 12,9 dias e sdo divididas em 4 ciclos e meio
necessarios para a producdo completa dos espermatozdides. As células germinativas em
desenvolvimento estdo cercadas por células sométicas de Sertoli, a qual se estende
desde a membrana basal até o limen do tabulo. A barreira hematotesticular formada
pelas juncBes ocludentes entre as células de Sertoli € muito importante para a
espermatogénese pois cria uma barreira de seletividade a ions e a moléculas grandes
entre 0 meio extratubular e o intratubular, tornando as células germinativas dependentes
do aporte nutricional e de fatores de crescimento fornecidos pelas células de Sertoli. As
células de Sertoli apoiam estruturalmente o desenvolvimento das células germinativas e
este desenvolvimento depende da interacdo paracrina e enddcrina que existe entre estas

células (RUSSEL, 1993; JEGOU, 1993; WALKER & CHENG, 2005).

1.2.1 Controle hormonal da espermatogénese

A espermatogénese € controlada por uma rede hierarquizada de sistemas de
regulacdo, na qual os dois maiores sinais enddcrinos que regulam a espermatogénese
sd0 0 FSH e a testosterona (MCLACHLAN, 1996). O FSH se liga em seus receptores
presentes na membrana das células de Sertoli, 0s quais sdo acoplados a uma proteina G.
A ligacdo do horménio FSH ao receptor ativa inumeras vias de sinalizagdo. (WALKER
& CHENG, 2005). O FSH regula a fungédo das células de Sertoli na manutencdo da
espermatogénese, porém ratos knockout para o receptor de FSH néo sdo inférteis, mas
apresentam um numero reduzido de células germinativas (JOHNSON et al. 2008). O

FSH age de modo sinérgico com a testosterona para que a espermatogénese e a
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fertilizacdo sejam mais eficientes, agindo na manutengdo da maturacdo e sobrevivéncia
dos espermatozdides (SHUPE, 2010). A testosterona € essencial para a
espermatogénese, pois sem a presenca de testosterona ou do receptor de andrégenos
(AR) nas células de Sertoli a formacdo da barreira hematotesticular fica comprometida,
e as células germinativas ndo se desenvolvem além da meiose. As células germinativas
imaturas sdo deslocadas prematuramente a partir das células de Sertoli e o processo de
espermiagdo fica comprometido causando infertilidade (WALKER, 2003,

MCLACHLAN, 1996).

1.3. CELULAS DE SERTOLLI

1.3.1. Morfologia

As células de Sertoli sdo células somaticas com estrutura colunar presentes nos
tubulos seminiferos dos testiculos, as quais se estendem da membrana basal até o limen
tubular e interagem diretamente com as células germinativas (MRUK & CHENG, 2004;
RUSSELL et al, 1990). A proliferacdo das células de Sertoli acontece em dois periodos,
no periodo neonatal e no periodo pré-pubere (SHARPE et al, 2003). Em roedores, a
proliferacdo das celulas de Sertoli s6 acontece entre os 15 e 20 dias apds o0 nascimento,
porém, sua maturacdo e diferenciacdo ocorrem durante a puberdade e essas células s
param de se diferenciar na idade adulta (BAKER E O’SHAUGHNESSY, 2001;
VERGOUWEN et al, 1993; JOHNSTON, 2004). A célula de Sertoli possui dois papéis
fundamentais: na diferenciagdo sexual e na espermatogénese. As funcbes expressas por
essa célula na vida adulta, ap6s a maturacdo, sdo totalmente ausentes durante a vida
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fetal. A maturacdo é caracterizada pela perda da capacidade proliferativa e pela
formacdo da barreira hematotesticular (JEGOU, 1992; SHARPE et al, 2003;
MCLAREN, 1998). Durante o desenvolvimento embrionario as células de Sertoli
desempenham um papel fundamental na formagdo dos testiculos. A testosterona,
produzida pelas células de Leydig, também possui um papel importante, assim como o
hormdnio anti- Mdlleriano, produzido por essas células, o qual promove a regressdo dos
ductos millerianos e o desenvolvimento dos ductos de Wolf, responsaveis pelo
desenvolvimento das gbnadas masculinas. Na idade adulta, as células de Sertoli séo
totalmente comprometidas em sustentar a espermatogénese (BRENNAN E CAPEL,
2004; SHARPE et al, 2003). As células de Sertoli podem suportar apenas um nimero
finito de células germinativas. Portanto, a producdo de espermatozoides e o tamanho
dos testiculos no adulto sdo diretamente proporcionais ao nimero de células de Sertoli
existentes nos testiculos e dependem também da integridade funcional dessas células

(ORTH et al., 1988; PAPAIOANNOU M et al., 2009).

1.3.2. Controle hormonal da célula de Sertoli

A fertilidade e a espermatogénese dependem das células somaéticas de Sertoli, pois
0 nmero dessas células determina a quantidade de espermatozoides produzidos em um
dia. Portanto, é importante que o nimero correto de células de Sertoli seja originado e,
para isso, varios hormoénios sdo importantes nesta regulacdo, como o LH (horménio
luteinizante), o FSH (hormonio foliculo estimulante), a testosterona, os hormdénios da
tiredide, o horménio do crescimento e varios fatores de crescimento paracrinos
(WALKER & CHENG 2005; ORTH et al ; SHARPE et al, 2003). Estudos em ratos
mostram que os hormonios da tiredide podem ter efeito sobre o tamanho das células de
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Sertoli, influenciando, portanto, na densidade do epitélio. Os horménios da tiredide
também podem alterar o periodo de proliferacdo através da regulacdo da maturagdo das
células. Porém, ainda é uma incognita como esse processo acontece (SHARPE et al,
2003). As células de Sertoli sdo fundamentalmente reguladas pelo FSH e pela
testosterona, que agem em seus receptores nessas células mantendo a integridade e o
tropismo do epitélio seminifero (VON LEDEBUR et al., 2002; WALKER, 2003). O
FSH vai atuar regulando a manutencdo da espermatogénese pelas células de Sertoli

(MCLACHLAN, 1996).

1.3.3. Sintese dos horménios gonadotroficos

Os horménios importantes para a funcdo testicular que controlam a sintese de
androgenos e a espermatogénese sdo o LH e o FSH. Esses horménios sdo produzidos
pela hipdfise e estdo sob controle do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH),
secretado por células da area pré-optica e do nucleo arqueado do hipotadlamo. Esse
hormbnio é langado na circulacdo porta-hipotalamica-hipofisaria, atinge a adeno-
hipofise e entdo se liga em receptores nos gonadotrofos promovendo a sintese dos
horménios hipofisarios LH e FSH. Os horménios hipofisarios sdo secretados na
circulacdo e tém como alvo as gbnadas. O LH atua nas células de Leydig promovendo a
sintese de testosterona e o FSH atua nas celulas de Sertoli, aumentando a proliferacéo e
auxiliando a espermatogénese (COUNIS et al , 2005). A liberacdo de GnRH acontece
de forma pulsatil e este padréo pulsatil é regulado por variacdes que ocorrem durante a
vida reprodutiva e pela retroalimentacdo de sinais provenientes das gonadas. Esta
regulacdo do eixo reprodutivo ocorre através da modulacdo da amplitude e frequéncia
dos pulsos de GnRH e € importante para evitar a dessensibilizacéo dos receptores de LH

21



e FSH nas suas células-alvo. (MARSHALL et al, 1993; LEVINE et al, 2003). A
retroalimentacdo acontece por hormoOnios como testosterona, inibina e ativina. A
testosterona e a inibina formam uma alga de retroalimentacdo negativa, enquanto a
ativina possui um efeito de retroalimentacdo positiva sobre os hormonios hipotalamicos

e hipofisarios (PHILLIPS e DE KRETSER, 1998; OJEDA et al, 2006).

1.4. TESTOSTERONA

A testosterona € um hormonio esterdide produzido pelas células de Leydig, por
estimulo do LH, e é lancado no espaco intersticial entre os tubulos seminiferos. Em
seguida, se difunde para dentro dos tObulos onde vai ter uma acdo paracrina. A
concentracdo de testosterona nos testiculos de humanos é de 340-2000 nM, ou seja,
cerca de 25 a 125 vezes maior que a concentracdo encontrada no plasma que é de 8,7-35
nM (WALKER W, 2008; JAROW et al., 2001). As células de Leydig sdo responsaveis
pela producdo principalmente de testosterona, androstenediona, 5-androstenodiol,
diidrotestosterona e estradiol, em menores quantidades. A testosterona também pode ser
obtida pela conversdo nos tecidos periféricos da androstenediona sintetizada pelas
gbnadas e pela glandula adrenal. Nas mulheres, toda a testosterona circulante é derivada
da conversdo nos tecidos periféricos da androstenediona secretada pelo ovario e
glandula adrenal . A testosterona é convertida em estradiol pela aromatase presente
principalmente nas células de Leydig. A testosterona também é convertida em
diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5 a-redutase presente em tecidos que expressam
esta enzima , como prostata e foliculo pilo-sebaceo. A DHT é mais potente que a

testosterona para a diferenciagdo sexual masculina (KRONENBERG et al., 2008). Dois
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tercos da testosterona biodisponivel se encontra dentro dos testiculos, o restante é
encontrado livre no plasma, ligado & albumina ou ligado a proteina de ligacdo de
horménio esterdide androgénico. Os altos niveis de testosterona intratesticular s&o
maiores do que 0 necessario para que a espermatogénese ocorra com sucesso, pela
regulacdo da expressdo génica via receptor intracelular de andrégeno (iAR), indicando
que existem mecanismos alternativos da agdo da testosterona (JAROW et al 2005;
ZIRKIN et al. , 1989; TSAI & O'MALLEY, 1994). Nos testiculos, a testosterona é o
principal androgeno encontrado e as células de Leydig, as células midides peritubulares,
as células germinativas do testiculo maduro e as células de Sertoli apresentam o
receptor de androgeno (AR). Porém, acredita-se que as células germinativas ndo sejam o
alvo direto da testosterona, mas sim as células de Sertoli que envolvem e nutrem as
células germinativas (WALKER, 2010). A testosterona é necessaria para varios fatores
que contribuem para a espermatogénese, como na formacdo de conex0es entre as
células de Sertoli, na manutencdo das conexdes entre as células de Sertoli e as células
germinativas e para a liberacdo dos espermatozoides a partir das células de Sertoli (LUI

et al., 2003; MRUK & CHENG 2004; WONG & CHENG 2005).

1.5. MECANISMO DE ACAO DA TESTOSTERONA

1.5.1. Acdo classica da testosterona

O modelo classico de mecanismo de acdo genémico dos hormonios esteroides
parte do pressuposto de que estes horménios se difundem livremente pela membrana

plasmatica e se ligam em receptores presentes no interior da célula. A ligacdo do

23



horménio com o receptor promove uma modificacdo que permite que o receptor seja
liberado das proteinas de choque térmico. O complexo hormonio-receptor formado, um
homodimero ou heterodimero, é translocado para o nucleo e se liga em regides
especificas no DNA chamados de elementos responsivos a andrégenos (ARE),
causando ativacdo ou repressdo da expressdo génica e posteriormente a sintese de
proteinas (fig. 1.2). Esta via classica demora cerca de 45 minutos para alterar a
expressdo de genes, podendo levar horas para ocorrer a sintese protéica (FORADORI et
al. 2009; WALKER, 2008; WALKER, 2010).

A atuacdo da testosterona nas células de Sertoli através da via classica é
importante na manutencdo da espermatogénese, pois, tanto a auséncia de testosterona
quanto do receptor intracelular de andrégenos (iAR) pode causar deficiéncia na
producdo de espermatozdides, causando infertilidade (WALKER 2008; SHUPE et al,
2011). Vérias etapas da espermatogénese dependem da ac¢do da testosterona através do
receptor intracelular de andrégeno. Estudos mostraram que a perda da expressdo de
IAR, ocasiona reducdo no nimero de espermatides, devido a perda do desenvolvimento
e a diminuicdo da aderéncia das espermatides pelas células de Sertoli (HOLDCRAFT
RW & BRAUN RE 2004; DE GENDT K et al. 2004). A deplecéo de testosterona causa
falha na espermiagdo, tanto em ratos como em humanos (CHANG et al. 2004,

HAYWOOD M et al. 2003).
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Figura 1.2: Representacdo artistica da via classica de sinalizacdo da testosterona. A
testosterona se difunde através da membrana plasmatica e se liga ao receptor
intracelular de andrégeno (AR). AR sofre uma alteracdo na conformacgdo permitindo
que ele seja liberado de proteinas de choque térmico no citoplasma. AR é entdo capaz
de ser translocado para o ndcleo onde se liga ao elemento responsivo a andrdgenos
(ARE) no DNA, permitindo o recrutamento de coativadores ou correpressores que
alteram a fung&o de genes para alterar a fungéo celular (WALKER, 2010).

1.5.2. Acdo Nao-Classica da testosterona

Vérias evidéncias sugerem que a testosterona possa agir através de outros
mecanismos, além da via classica, em diversos tecidos, pois a testosterona é capaz de
produzir respostas rapidas, em questdo de segundos. A acdo dos androgénios sobre o
IAR, ou resposta classica dos esterdides, ndo permite a compreenséo de efeitos rapidos

que os mesmos exercem em nivel celular e que sdo incompativeis com o tempo
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necessario para a sintese protéica (WALKER 2003; KOENIG et al, 1982; KUNZ,
2006). As hipoteses para explicar esta resposta ndo classica da testosterona se referem a
uma agdo hormonal via um receptor de androgénios localizados na membrana celular.
Estas respostas ativam vias de sinalizacdo que também podem levar a transcri¢do génica
de forma independente da ligacdo ao receptor intracelular de andrégenos (WALKER,
2003; RAHMAN & CHRISTIAN, 2007).

O primeiro efeito ndo-classico da testosterona foi descrito em 1979, em um
estudo realizado em neurdnios hipotalamicos de ratos adultos, no qual a aplicagéo do
horménio provocou disparos destes neurdnios em poucos segundos (YAMADA, 1979).
Outros estudos realizados na hip6fise de ratos mostraram que a testosterona provoca a
liberac&o de prolactina em cinco minutos (CHRISTIAN, 2000).

A presenca de um receptor de andrégenos na membrana plasméatica (mAR) foi
descrita por varios autores, através da identificacdo de sitios de ligacdo para androgenos
na superficie das células (HEINLEIN & CHANG 2002; BENTEN et al. 1999). Sitios de
ligacdo para a testosterona foram observados na superficie de células T esplénicas
através da técnica de fluorescéncia FITC a qual os situava na membrana plasmatica
(BENTEN et al. 1999).

Em osteoblastos, a testosterona aumenta rapidamente a concentracio de [Ca?']i
tanto via canais de Ca®* dependentes de voltagem, como via liberacdo de estoques
intracelulares (LIEBERHERR & GROSSE, 1994).

Na linhagem de células de cancer de prostata LNCaP foi encontrado efeito
semelhante de andrégenos sobre o [Ca?*]i, sendo este através de um receptor acoplado a
proteina G (SUN et al., 2006). Nestas células, foi demonstrada a existéncia de
receptores de membrana para a testosterona nao-internalizaveis. Este receptor ndo foi

reconhecido por anticorpos do receptor classico intracelular (KAMPA et al., 2002). A
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ativagcdo destes receptores resulta na reorganizacdo do citoesqueleto de actina e no
aumento de antigeno especifico de prdstata. Além disso, também foi observado que a
testosterona produz a fosforilacdo e a ativagdo da cinase de adesdo focal (FAK) através

dos receptores de membrana (PAPAKONSTANSTI et al., 2003).

Em cardiomidcitos, a aplicacdo de testosterona aumenta o influxo de Ca®*
mesmo que eles estejam isolados. Este aumento no influxo de Ca®* é inibido pelo
bloqueador da PLC (fosfolipase C) U73122, e PTX (toxina Pertussis) um bloqueador de
Proteina G, indicando que este aumento no influxo de Ca?* esta relacionado com a
ativacdo de um receptor acoplado a proteina G (GPCR) que utiliza a via da PLC

(MICHELS, et al., 2006).

1.5.3. Acdo ndo-classica da testosterona nas células de Sertoli

Numerosas evidéncias levantam a possibilidade de que a testosterona possa agir
nas células de Sertoli através de mecanismos ndo-classicos. Uma dessas evidéncias é
que os niveis de testosterona intratesticular em ratos é de aproximadamente 70 nM,
valores muito mais altos do que o necessario para as respostas classicas de ligacdo no
receptor intracelular de androgeno (iAR), visto que as respostas associadas ao receptor
intracelular saturam-se com uma concentracdo de cerca de 1nM de testosterona
(ZIRKIN et al., 1989; FORADORI et al., 2008; WALKER, 2003). A testosterona é
capaz de agir em receptores na membrana plasmatica (mAR) das células de Sertoli,
atuando através de vias de sinalizacdo por ativacao de cinases, levando a uma regulagéo

na expressdo génica independente da presenca do receptor de andrdgeno intracelular
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(AR) (WALKER, 2003; RAHMAN & CHRISTIAN, 2007; SHARPE, 1994; ZIRKIN et
al., 1989).

A testosterona é capaz de alterar a troca de ions e moléculas pelas juncdes GAP
das células de Sertoli de ratos jovens, pois o tratamento com testosterona provocou um
comprometimento no acoplamento intercelular destas células e esta interrupgdo foi
sendo revertida @ medida que foi retirado o tratamento com testosterona. O bloqueio
com ciproterona (inibidor do receptor de andrdgenos intracelular) ndo modificou o
padrdo de desacoplamento causado pela testosterona, indicando que a testosterona
possui uma acgdo rapida e direta na modulacdo de canais na membrana e nas junc¢des
comunicantes, podendo mudar assim o estado funcional da célula (PLUCIENNIK et al.,
1996).

Experimentos realizados por FIX et al (2004) com celulas de Sertoli isoladas de
ratos, mostraram que a aplicacdo de concentrac@es fisioldgicas de testosterona provocou
um aumento na fosforilacdo de proteinas cinases e provocou um aumento de AMPc
ativando o fator de transcricdo CREB, além de um aumento na ativacdo da cascata
ERK-MAPK. Essas a¢des ndo sdo explicadas pela agdo gendmica da testosterona, pois
ocorreram de forma rapida, apos cerca de 1 minuto, e foram sustentadas por 12 horas.
Estes dados séo relevantes, pois a fosforilagdo do CREB é essencial para que as células
de Sertoli exercam suas fungdes de suporte na espermatogénese. O bloqueio da
fosforilagdo do CREB provocou apoptose das células germinativas impedindo a
formagéo de espermatozdides (FIX et al., 2004). Verificou-se que existe uma associacao
entre os receptores de androgenos localizados na membrana e a ativacdo de Src cinase
por estimulo da testosterona (FIX et al., 2004). A ativacdo de Src cinase € necessaria
para a estimulacdo de ERK e MAPK. Para a ativacdo de ERK e MPAK, a Src ativa

primeiramente 0 EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico) que entdo inicia a
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cascata da MAPK (FIX et al., 2004; CHENG et al., 2007; SONG et al., 2002;
RAZANDI et al., 2003).

Segundo Walker (2010), a adicdo de testosterona nas células de Sertoli,
juntamente com o inibidor da cinase Src (PP2) e o inibidor da cinase ERK (PD98059),
mostrou que a quantidade de células germinativas caiam abaixo dos valores basais,
indicando que a testosterona aumenta a eficiéncia da fixacdo das células germinativas
nas células de Sertoli, e que ambas as cinases Src e ERK, que sdo ativadas pela via ndo-
classica, sdo necessarias para facilitar a fixacdo das células germinativas (WALKER,
2010).

A aplicacédo de testosterona nas células de Sertoli é capaz de aumentar o influxo
de Ca’* e este efeito ocorre em segundos apés a aplicacdo do andrégeno, portanto néo
pode ser dependente da ativacdo gendmica por ligacdo através do AR intracelular
(LOSS et al., 2004; LYNG et al., 2000). A inducdo no aumento do influxo de célcio é
dependente da dose, pois, doses mais altas de testosterona sustentam o influxo de Ca*
por um periodo maior de tempo. O influxo de Ca?* foi inibido por EGTA (quelante de
Célcio), e por verapamil, indicando que o tipo de canal de célcio envolvido é o canal de
ca* tipo-L (GORCZYNSKA & HANDELSMAN, 1995; LEITE et al. 1999; LYNG et
al. , 2000).

Experimentos em eletrofisiologia mostraram que a aplicacdo de testosterona em
concentrages fisiologicas (0,1 a 0,25u M) provoca uma despolarizacdo da célula de
Sertoli em segundos, sendo caracterizado por um efeito ndo-classico (VON LEDEBUR
et al., 2002). Outros estudos verificaram que a acdo da testosterona sobre as células de
Sertoli € inibida pelo bloqueador da PLC (U73122) e pela PTX (toxina pertussis), um
blogueador de proteina G (LOSS et al., 2004). Com estes dados acredita-se que a agdo

ndo-cléssica da testosterona acontece pela ligagdo do horménio a um suposto GPCR
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(receptor acoplado a Proteina G) na membrana (WASSERMANN et al., 2004;

HEILEN et al., 2002).

1.6. NANDROLONA

A nandrolona ou decanoato de nandrolona (17,13-hydroxiestr-A-4 e -3-1) é um

esterdide anabdlico sintético derivado do horménio natural testosterona, desenvolvido
com o objetivo de minimizar os efeitos masculinizantes e melhorar os efeitos anabdlicos
de sintese protéica. A nandrolona é formada a partir da esterificagdo da posi¢ao B-C17
a partir da testosterona. Esta esterificacdo diminui seu efeito no metabolismo lipidico
causando uma menor toxicidade ao figado. A nandrolona € um esterdide administrado
por injecdo intramuscular e possui uma agdo duradoura no organismo que permanece
ativa por dias ou semanas (ISHAK & ZIMMERMAN, 1987; WISLON & GRIFFIN,

1980; WU, 1997)

1.6.1. Uso terapéutico da Nandrolona

O tratamento com nandrolona apresenta uma ampla utilizacdo para varias
doencas cronicas, como cancer de mama, fraturas, recuperacdo pos-operatoria, anemias
por alteracbes da medula Ossea, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
problemas hepaticos ou renais e queimaduras (BASARIA et al., 2001; KICMAN, 2008;

HOFFMAN & RATAMESS, 2006; EVA et al., 2003; CONWAY et al.,2000)
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A nandrolona tem sido eficaz no tratamento do estado catabdlico de pacientes
com HIV (BUCHER el al., 1996; GOLD et al.,1996). Estudos randomizados, em
humanos adultos do sexo masculino com AIDS, mostraram que a nandrolona provocou
um aumento médio no peso e qualidade de vida dos pacientes em relagdo ao grupo
tratado com placebo e nos tratados com testosterona. Este estudo verificou que o0s
efeitos da nandrolona sdo superiores ao da testosterona e ao placebo. Portanto, os efeitos
anabolicos da nandrolona s&o bastante eficazes e superiores ao tratamento convencional
feito pela utilizacdo de testosterona (SARDAR et al., 2010; GOLD et al.,2006).

Em doses baixas a nandrolona é uma boa op¢ao de tratamento para osteoporose,
pois a nandrolona inibe a reabsorcdo Ossea e diminui a supressdo da formacdo déssea
resultando no aumento do contetudo mineral 6sseo. Também, aumenta a massa muscular
principalmente nos membros inferiores, diminuindo a dor e aumenta a mobilidade da
coluna vertebral (HAMDY et al., 1998; GENNARI et al., 1989; GEUSENS, 1995). Ha
também uma melhora nos niveis de hemoglobina e reducdo no indice de fraturas em

pacientes tratados com nandrolona (FRISOLI el al., 2005).

1.6.2. Mecanismo de acdo da nandrolona

Como a Nandrolona é derivada da testosterona, ela apresenta varias acdes
semelhantes a da testosterona, se ligando em receptor intracelular de andrdgenos pelo
gual a nandrolona possui alta afinidade, exercendo assim seus efeitos androgénicos,
aumentando a sintese de proteinas. Como a testosterona, a nandrolona sofre ac¢do da a-
redutase, presente nos tecidos que expressam esta enzima, como a prostata e foliculo

pilo-sebaceo, que converte a testosterona em diidrotestosterona (DHT), que também vai
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atuar no receptor de andrdégeno de uma forma mais potente que a testosterona. A
nandrolona também pode ser aromatizada em estrogeno, atuando nos receptores para
estrogeno e apresentando efeitos de feminilizacdo (SHAHIDI, 2001; WILSON 1996;
KUHN et al., 2002). O uso indiscriminado da nandrolona ocorre principalmente pelos
atletas, adultos e adolescentes que visam ter um aumento na for¢a e na massa muscular
(PERRY et al., 2005; KADI, 2008). Problemas cardiovasculares sdo bastante comuns
apos a administracdo de nandrolona, principalmente hipertrofia do ventriculo esquerdo
(humanos e ratos) e hipertensdo arterial pulmonar (ANDRADE et al., 2008; BEUTEL
et al., 2005; FARBER & LOSCALZO, 2005). Em consequéncia das altas doses, a
nandrolona passa a agir em outros receptores de esterdides, como receptores
mineralocorticoides, receptores de glicocorticdides e receptores de progesterona,
podendo modificar o equilibrio do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (JANNE, 1990).
Ha relatos de inibicdo dos niveis plasmaticos de corticosterona, pois o tratamento
crénico com nandrolona inibe a transcricdo de genes de enzimas envolvidas na sintese
de corticosterona (11b-OHase) (SCHLUSSMAN et al., 2000).

Os efeitos colaterais do abuso de nandrolona sdo acompanhados de efeitos
psicologicos adversos, cancer de prostata, hipertrofia cardiaca, esterilidade, atrofia
testicular, acne, toxicidade hepatica, ictericia, impoténcia, hisurtismo e engrossamento
da voz (HARTGENS & KUIPERS, 2004; WU, 1997; EVANS, 2004; DICKERMAN,
1997; HOFFMAN, 2006). Mulheres que abusam de nandrolona apresentam
masculinizacdo, crescimento clitoriano, irregularidades menstruais, engrossamento da
voz, atrofia uterina e supressédo da esteroidegénese gonadal (HARTGENS & KUIPERS,
2004; BAHRKE, 2004; KICMAN, 2008; MARAVELIAS et al., 2005). O tratamento
com testosterona e nandrolona em ratas sexualmente maduras, mostrou que ambas

alteram a estrutura do uUtero e diminuem a fertilidade em ratas (CAMARGO et al.,
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2005). Os andrdgenos anabolizantes, principalmente a nandrolona, na circulacdo séo
capazes de reduzir a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas por
retroalimentacdo negativa. Este efeito adverso é um dos mais comuns relatados pelo
abuso de andrdgenos. Sua acdo reduz drasticamente os niveis de LH e FSH nos homens,
consequentemente de testosterona. Ocorre inibicdo na producdo do gene responsavel
pela expressdo de LH e FSH, causando infertilidade. H4 também um aumento na
producdo de prolactina, provavelmente relacionada com a aromatizagdo da nandrolona

em estrégeno (ALEN et al., 1985; BONETTI et al., 2008).

1.7. CATEQUINA

As catequinas sdo flavonoides membros da subclasse dos polifendis e séo
encontradas no cha verde produzido a partir da folha da Camellia sinensis, em frutas e
bebidas como café e vinho e verduras. As catequinas apresentam um ou mais grupos de
hidroxilas fendlicas ligados a pelo menos um anel aromatico. Catequina e epicatequina
formam os dois principais monémeros e os oligdbmeros formam os taninos condensados
(FINE, 2000). As catequinas e seus extratos possuem componentes biologicos que sao
benéficos para a salde, e devido a este efeito benéfico é recomendado o uso regular de
cha verde e de vinho tinto, além de consumo de frutas e verduras que contém grandes
quantidades de catequinas (HOLLMAN, 2005). A catequinas possuem acao anti-
inflamatoria e sdo inibidoras da proliferagdo de células cancerigenas (KAMP et al.,
2002). As catequinas também possuem agentes hipotensores e sedativos e a galato-
epigalocatequina (EGCG), um dos principais componentes das catequinas do cha verde,

possui atividade neuroprotetora contra danos causados por isquemia (LEE et al., 2000).
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As catequinas também possuem componentes que sdo antiobesidade e
antiarteroscleroticos (KAO et al., 2000; MIURA et al., 2001)

Alguns estudos in vitro utilizando células endoteliais periféricas e células de
cancer de mama, sugerem que os efeitos de resveratrol (polifenol) e catequinas do cha
no controle do cancer podem ser atribuidos a interacdo destes compostos com a enzima
ciclooxigenase-2 e hemeoxigenase (MURIAS et al. 2004; DORE, 2005). Também
acredita-se que as catequinas e o resveratrol se liguem a receptores de andrégenos,
estrogenos, receptores de fator de crescimento semelhante & insulina (IGF-I), receptores
de crescimento epidérmico (EGF), promovendo uma resposta direcionada a exercer 0s
seus efeitos contra a proliferacdo celular de células cancerigenas (BOWERS et al.,
2000; GAO et al., 2004; HOU et al., 2005; TACHIBANA et al., 2004). As catequinas
podem modular canais de K*atp, 0 que foi verificado em um estudo com a técnica de
“patch-clamp” em células B-pancreéticas, no qual as catequinas prejudicaram o padrao
de resposta das células p devido a dessensibilizagdo dos canais de K™ ao ATP (JIN et
al., 2007). Ha relatos de que as catequinas possam atuar em receptores de androgenos
presentes na membrana, pois deslocam parcialmente ou completamente a testosterona-
BSA (testosterona ligada a albumina sérica) aparente quando aplicadas juntas nas
celulas de cancer de mama T47D. Além disso, as catequinas fosforilam as mesmas
moléculas de sinalizagdo que a testosterona-BSA, como FAK e PI3K, as quais levam a
uma redistribuicdo no citoesqueleto de actina. O bloqueio de PI3K com wortmannin
anula o movimento do citoesqueleto tanto produzido pela testosterona-BSA como pelas
catequinas (NIFLI et al., 2005). Esses dados serviram como base para o presente estudo

na investigacao da acdo das catequinas nas celulas de Sertoli.
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1.8. CANAIS DE K'a1p

Os canais de K*atp sdo importantes nas células p-pancreéticas, na secrecdo de
insulina. A glicose prove um aumento do metabolismo, ou seja, um aumento
intracelular de ATP, que promove o fechamento dos canais K™ atp, que ativam canais de
Ca’* voltagem dependentes, e assim o célcio atua promevendo a secrecdo de insulina.
Sulfonilréias como a tobultamida e a glibenclamida que promovem o fechamento do
canal pela ligagdo nas subunidades SUR estimulam a secrecdo de insulina, enquanto
Diazoxida que mantém o canal de K*atp aberto inibe a secre¢do de insulina (TRUBE et
al., 1986; EDWARDS & WESTON, 1993)

Os canais de K'atp apresentam dois tipos de subunidades, uma subunidade
retificadora e seletiva do canal, denominada de Kir e os receptores das sulfoniluréias
SUR, parte reguladora do canal, membros da familia ABC. Ambos estdo organizadas
em forma de tetrameros e juntos formam uma octamero (Fig. 1.3) (DOYLE et al., 1998;
PEROZO et al., 1999). O grau de retificacdo do canal depende da presenca de Mg ou
polications como as poliaminas (espermidina, espermina e putrescina) do interior da

célula (LOPATIN et al., 1995; NICHOLS & LOPATIN, 1997; NICHOLS et al., 1996).
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Figura 1.3: Representacdo do canal de K'arp que forma um octamero funcional com
quatro subunidades Kir.6.x, e cada subunidade esta associada a uma subunidade SUR
(MIKHAILQV et al., 2005).

A subunidade Kir estabiliza o potencial de membrana das células, favorecendo o
equilibrio do K*, evitando a despolarizacdo celular. Esta subunidade forma um poro
estreito no canal e apresenta uma alta seletividade ao ion K*. A subunidade Kir do canal
K atp apresenta dois dominios transmembrana ligados a uma hélice extracelular,
denominadas M1 e M2, e apresentam um grande grau de semelhanca e também
participam da seletividade idnica do canal. As hélices internas de M2 mudam de
conformacdo participando mais ativamente desta funcdo (JAN & JAN, 1992; PONGS,
1993). A subunidade Kir apresenta seis subfamilias que vao de Kir 1.x a Kir 6.x,
potanto Kir 6.x € um membro da familia da subunidade Kir, e é sensivel ao ATP, o qual
promove o fechamento do canal, enquanto que a subunidade SUR interage com Mg-
ADP que promove a abertura do canal (COLIN, 2006; ENKVETCHAKUL et al., 2000;

KAKEI, 2003; LI et al., 2000).
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Além da regulacdo do canal por ATP, estes canais sdo regulados pelas
concentragdes dos fosfolipideos da membrana PIP2 e PIP3 (ENKVETCHAKUL et al.,
2003). A interacdo dos fosfolipideos de membrana (PIP2) e ATP ocorre com 0s
dominios citoplasmaticos terminais (N-terminal e C-terminal) da subunidade Kir 6.x do
canal, que fornecem sitios de ligacdo tanto pra ATP quanto para PIP2 (PROKS et al.,
1999; KAKEI, 2003). Acredita-se que PIP2 e ATP competem pela ligagdo no canal,
alterando o estado aberto e fechado do canal. Quando ha maior ligacdo de PIP2 vai
predominar o estado permissivo que diminui a agdo inibitoria de ATP sobre o canal K,
mantendo o canal no estado aberto (KAKEI, 2003; MARKWORTH et al., 2000;
ENKVETCHAKUL et al., 2003). Também sdo utilizados farmacos para a classificacdo
dos canais de K atp. Um grupo que mantém o tempo médio de abertura dos canais,
referidos como abridores dos canais de potassio ou KCOs (Diazoxida, pinacidil,
cromakalin, P1075) e um grupo fechadores de canais de K", sulfonilréias que se ligam
na subunidade SUR (glibenclamida, tobultamida e iodoglibenclamida) (BRYAN &
BRYAN, et al., 1999). Estudo recente relata a expressdo de canais de K* em testiculos
de ratos. Os testiculos possuem as subunidades dos canais de K*atp, Kir6.1, Kir6.2,,
SUR2A e SUR2B. Trabalhos de imuno-histoquimica verificaram a presenca destas
subunidades em diferentes localizages nas células de Sertoli, célula espermatogénicas

de Leydig (Figura 1.4) (ZHOU et al., 2011).
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Figura 1.4: Imuno-histoquimica mostra subunidades do canal K*atp no testiculo de
ratos. (A) imunorreatividade moderada com anticorpo anti-Kir6.1 é observada na
membrana celular de espermétides arredondadas (Sd), imunorreatividade fraca
espermatocitos em paquiteno (P) e células de Sertoli (seta), e a imunorreatividade fraca
em espermatogonias (pontas de setas). (B)limunorreatividade moderada a intensa com
0 anticorpo anti-Kir6.2 nas espermatides arredondadas (Sd), imunorreatividade fraca em
espermatides alongadas (setas pequenas) e peca intermediéria de espermatozoides no
limen dos tdbulos seminiferos. Imunorreatividade fraca também é observada em
espermatdcitos paquiteno (P), células de Sertoli (seta) e espermatogdnias (pontas de
setas). (ZHOU et al., 2011)

Experimentos de eletrofisiologia realizados em células de Sertoli verificaram
que a testosterona é capaz de modular os canais de K'arp, pois a aplicacdo de
testosterona provoca despolariza¢do seguida de aumento na resisténcia da membrana,
efeito anulado pela perfusdo com diazoxida (mantém canais de K'arp abertos),
indicando a participacdo deste canal no efeito despolarizante da testosterona (VON
LEDEBUR et al., 2002)

Assim, 0 estudo da testosterona sobre os canais de K'atp é relevante, pois
melhora a compreensdo do componente de membrana de ac¢do deste hormdnio, isolando
este efeito especifico na membrana. Assim como, a utilizacdo da catequina e da
nandrolona esclarece a a¢do da testosterona por apresentarem efeito semelhante sobre o

receptor de membrana AR.
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1.9. OBJETIVOS

1.9.1. Objetivo geral

Verificar a acdo ndo-classica de androgenos (testosterona, nandrolona) e observar a a¢éo

de catequina nas células de Sertoli de ratos Wistar imaturos.

1.9.2. Objetivos especificos

e Verificar se a nandrolona e a catequina apresentam uma resposta eletrofisiologica
similar a da testosterona na membrana de Sertoli de Ratos Wistar imaturos.

e Analisar se a inibicdo do receptor intracelular de andrégeno iAR altera a acdo
eletrofisioldgica da testosterona, nandrolona e catequina na membrana das células
de Sertoli de ratos Wistar imaturos.

e  Observar o envolvimento dos canais de K'atp e da PLC na agfo da catequina em
células de Sertoli de ratos Wistar imaturos.

e  Verificar se a nandrolona e a catequina produzem alteracdo na captacdo de *° Ca**

em células de Sertoli de ratos Wistar imaturos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAIS

2.1.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos imaturos de 10 a 15 dias de idade, provenientes
do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude — UFRGS. Esta dissertacdo era
parte do projeto “Diversidade das vias de sinalizagdo do FSH e da Testosterona em
células de Sertoli”, o qual obteve aprovagio no Cometé de Etica sob o nimero 2007861.
Os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical. Os testiculos foram
imediatamente removidos do animal por incisdo abdominal, limpos e decapsulados.

As carcacas dos animais e os demais residuos bioldgicos foram congelados e

entregues ao biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da UFRGS.

2.1.2. Solucdes

Foi utilizada uma solucdo tampéo Krebs-Ringer bicarbonato (KRb) como meio
de incubacdo, em todos os experimentos, preparado imediatamente antes da realizagédo

dos experimentos. Todos os reagentes eram de pureza ‘pro-analise’ (P.A) da E. Merck
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(Darmstadt, Alemanha). O preparo da solucdo foi feito a partir de solugbes estoques

conforme tabela 1.

TABELA 1. Composicdo salina e concentracdes presentes nas solucfes estoque de KRb e

na solucao final.

Concentracéao Final

na

Concentracéo das Solugdo KRb (mM)
Solucdes Estoque
(9/L) (M)
NaCl 180,00 146
CLORETO DE SODIO
KCI 9,20 0,123 |47
CLORETO DE POTASSIO
KH2PO4 FOSFATO DE |4,22 0,031 |1,2
POTASSIO MONOBASICO
NaHCO; 54,60 0,65 25
BICARBONATO DE SODIO
MgSO,.7H,0 7,64 0,031 |12
SULFATO DE MAGNESIO
CaCl,.2H,0 9,60 0,065 |25
CLORETO DE CALCIO
CeH120¢ 25,00 0,14 55
Glicose

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

estoque, acrescentando-se por ultimo o sulfato de magnesio e o cloreto de calcio, nesta

ordem. A solucdo era entdo completada até seu volume final com &gua destilada, para

obterem-se as concentragdes finais descritas na tabela 1. A solucdo era gaseificada com

carbogénio (0,:CO,, 95:5, v/v), até que se atingisse o pH de 7,4, monitorado em
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pHmetro. A solucdo assim obtida foi mantida em gelo durante a preparagdo do
experimento.

O descarte dos residuos ndo toxicos, por exemplo, solucbes salinas que ndo
foram utilizadas, foram feita no esgoto comum. Os residuos quimicos derivados dos
experimentos foram acondicionados em frascos para serem encaminhados para o Centro
de Gestao e Tratamento de Residuos Quimicos da UFRGS para o procedimento correto
quanto ao descarte. Os residuos radioativos foram acondicionados e encaminhados

conforme as instrucdes do Servico de Protecdo Radioldgica da UFRGS.

2.1.3. Substancias utilizadas

a) Is6topo radioativo de Célcio [Ca*]- atividade especifica 1mCi/mg, adquirido da
Du Pont — NEN Research Products. Em cada amostra foi adicionado 0,2uCi/mL. A
meia vida é de 163 dias, e 0 decaimento era calculado a partir de uma tabela fornecida

pela Du Pont-NEN Research Products, em funcéo da data de fabricacéo.

b) Liquido de Cintilacdo: Optiphase Hisafe 111 (Wallac, Finlandia). Foi utilizado para a

contagem da radioatividade das amostras.

c) Testosterona: (Sigma-Aldrich, Inc-USA): Hormdnio esterdide com ac¢do androgena
e anabdlica(fig 1.5), pesado em balanca analitica em diluido em etanol e posteriormente
em Krb produzindo uma solugdo com 1,0uM de concentragéo final no experimento. A

concentracéo de etanol n&o ultrapassou 0,1% na solugéo final.
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OH
CHgs

Figura 1.5: Estrutura molecular da Testosterona.

d) Nandrolona (Decanoato de Nandrolona): Deca Durabolin- Ampola 50mg (fig 1.6).
Hormonio esterdide sintético derivado da testosterona. Foi utilizada Nandrolona
comercial injetavel, diluida primeiramente em etanol e posteriormente em Krb nas
concentracdes de 0,1 uM, 0,5 uM e 1,0 uM. A concentracdo de etanol ndo ultrapassou

0,1% na solug&o final.
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Figura 1.6: Estrutura molecular da Nandrolona

e) Catequina : (Sigma-Aldrich, Inc-USA): Flavondide da subclasse dos polifendis

(figl.7), possivel agonista de receptores de androgenos extraido de plantas e frutas,
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pesado em balanca analitica em diluido em etanol e posteriormente em Krb produzindo
uma solugdo com 0,1 uM , 0,5 uM e 1,0uM de concentracédo final no experimento. A

concentracéo de etanol ndo ultrapassou 0,1% na solucgéo final.

OH
OH

HO 0

OH

Figura 1.7: Estrutura molecular das Catequinas.

f) Flutamida: (Sigma-Aldrich, Inc-USA): Bloqueador de recepto intracelular de
androgeno (iIAR) (fig 1.8). Solavel em DMSO foi utilizada em concentrac@es de 1,0uM,
em experimentos protegidos da luz. Os experimentos foram conduzidos e processados

sob lampada de sédio. A concentracdo de DMSO néo ultrapassou 0,1% na solucdo final.

Figura 1.8: Estrutura molecular da Flutamida
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g) U73122: (Sigma-Aldrich, Inc-USA): (1-[6-[[(17B)-3-Methoxyestra-1,3,5(10)-trien-
17-yllamino]hexyl]-1H-pyrrole-2,5-dione) (fig1.9). Bloqueador da enzima fosfolipase C
(PLC), pesado em balanca analitica em diluido em etanol e posteriormente em Krb
produzindo uma solucdo com 2,0uM de concentracdo final no experimento. A

concentracdo de etanol ndo ultrapassou 0,1% na solugéo.

Figura 1.9: Estrutura molecular de U73122 (bloqueador da PLC)

h) Diazoxida: (RBI) Agonista de canais de K*arp  mantém os canais abertos (fig 1.10),

foi diluida em 1 N de NaOH, em uma concentracao de 100uM no final do experimento.

Figura 1.10: Estrutura da Diazoxida.
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2.2. METODOS

2.2.1. Eletrofisiologia

2.2.2. Preparacao dos tubulos seminiferos

Apbs serem decapsulados os testiculos foram cuidadosamente estirados em uma camara
de perfusdo com o auxilio de duas pincas de ponta fina, os tubulos seminiferos expostos
(5 a 10) foram presos no fundo da cdmara com uma grade de fio ortodéntico. A camara
foi preenchida com 1 mL de KRb glicosado e levado para perfusdo. Os tabulos foram
perfundidos com o fluxo de 1mL/min de KRb glicosado (5 mmol/l), a 36°C, pH 7,4,

equilibrado com 0,:CO; (95:5; v/v).

2.2.3. Registro intracelular

O potencial de membrana das células de Sertoli foi registrado com
microeletrodos preenchidos com 3 mol/L de KC1 com uma resisténcia de 15 a 25 MQ.
O microeletrodo foi conectado a um amplificador intracelular (Intra 767, WPI Inc UK) e
o sinal era monitorado por um osciloscopio (Tektronix, 2 Channel Digital Oscilloscope
TDS 210). Os tracados observados no osciloscopio eram adquiridos e armazenados em
computador através de uma placa e um programa de interface (Wavestar Lite Version
1.0.10). Pulsos quadrados de corrente (0,5 nA, 0,5 Hz e 200 ms) foram aplicados
através do eletrodo de registro por um estimulador de pulso de corrente (S48K
Astromed, Grass instruments) para avaliar a resisténcia da membrana. As substancias
testadas (testosterona, nandrolona e catequina) foram aplicadas topicamente ao banho
apos a estabilizacdo do potencial de repouso da célula por pelo menos 2 minutos.

Antagonistas ou bloqueadores (Flutamida, diazoxida e U73122) foram aplicados 5
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minutos antes do hormdnio por perfusdo na camara onde estdo localizados os tabulos
seminiferos. Os registros da variacdo do potencial de membrana e da resisténcia da
membrana foram registrados com os diferentes tratamentos. Cada tratamento foi

repetido por no minimo de 5 vezes com diferentes células.

2.3. CALCULO DA RESISTENCIA DA MEMBRANA

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

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

I=VIR = R=V/I

Resisténcia da membrana = Voltagem registrada no osciloscépio /
pulso de corrente aplicado.

A voltagem registrada no osciloscépio relacionada ao valor de resisténcia
corresponde ao tragado vertical, obtido no registro do potencial de membrana da célula

em decorréncia do pulso de corrente aplicado. O pulso de corrente aplicado foi de 0,5nA

(Fig2.)
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TUBULOS SEMINIFEROS IMATUROS

MICROELETRODO

M = 4420 .5mV

M = 9.300.7TMO

7 CELULAS GERMINATIVAS

10mV

10s

Figura 2. A. Representacdo esquematica da técnica eletrofisiolégica em tabulos
seminiferos com a média dos valores basais de potencial de membrana (PM) e
resisténcia da membrana (RM). B. representacdo de um registro de controle de uma
célula com potencial de membrana de -47 mV. Os tracos verticais correspondem a
resisténcia da membrana pela aplicacdo de pulsos de 0,5nA.

2.4. CAPTACAO DE **Ca**

Os testiculos foram limpos, pesados e decapsulados. Os testiculos foram
colocadas em tubos controle e experimental, alternadamente esquerda e direita,
contendo 1mL de KRb (Krebs Ringer bicarbonato). Os testiculos foram incubadas em
um incubador metabolico Dubnoff, em temperatura de 34°C em ambiente gaseificado
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com carbogénio (0,:CO,, 95:5, v/v), para a manutencdo do pH. O periodo de pré-
incubacéo foi de 60 minutos em 800pL de KRb com *Ca”* (4,44 KBqg/20ng ou 0,2uCi)
para alcancar o equilibrio intra e extracelular de “°Ca?".

O periodo de incubacdo foi de 5 minutos a partir da aplicacdo de KRb com
*Ca?* com ou sem nandrolona e catequina. Para finalizar a incubacéo foi adicionado a
cada tubo, 1 mL de cloreto de lantanio (LaCl3) (10 mM) a 0°C , interrompendo o fluxo
de célcio na preparacdo (BATRA & SJOGREN, 1983). O sobrenadante foi preservado,
e os testiculos foram removidos para tubos com 1 mL de agua destilada. O tecido foi
congelado e posteriormente fervido para que houvesse extravasamento do meio interno
para a 4gua destilada. Aliquotas de 0,1mL foram retiradas de cada tubo (sobrenadante e
meio interno) para medida da radioatividade em liquido de Aquasol 2 Optiphase,
procedendo-se a leitura em um espectrémetro de cintilacdo LKB rack beta modelo 1215
(LKB-Producer AB, Bromma, Suécia). A eficiéncia de contagem era de 85-90%. Os

resultados foram expressos pela razdo pmoles “*Ca**/ g de tecido.

2.5. ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos de registro intracelular os tratamentos foram repetidos pelo
menos 5 vezes. O numero de amostras por grupo era de no minimo 5 nos experimentos
de captacdo de **Ca®*. O célculo amostral foi realizado com software winpepi verséo 9,
utilizando um poder amostral de 80% e um intervalo de confianga de 95%. Para a
analise estatistica foram utilizados o Teste-t de Student para comparacdo entre dois

grupos ou ANOVA de uma ou duas vias, conforme o experimento, seguido do pos-teste
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de Bonferroni. No caso dos registros eletrofisioldgicos, como as células partem de
diferentes valores de potencial de membrana, para a analise estatistica as amostras sdo
pareadas. Foi utilizado o programa InStat, versdo 3.01,32 bit para Windows 95/NT, da
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA). Os testes especificos utilizados em
cada experimento estdo citados nos resultados. As diferengas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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26. RESULTADOS

2.7. Acdo eletrofisiologica da testosterona (1uM) sobre o potencial de membrana nas
células de Sertoli e de testosterona (1uM) com perfuséo de flutamida (1uM).

A aplicacdo da testosterona (1uM) despolarizou a membrana das células de
Sertoli de ratos imaturos, sendo significativo apds os 120 segundos. A aplicacdo de
testosterona apds perfusdo com flutamida (1uM) apresentou efeito semelhante de

despolarizacdo com significancia ap6s os 120 segundos.
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[ Testoterona (1uM) + Flutamida (1uM)

Fig.2.1. Efeito da Testosterona (1um) (n=9)
e de Testosterona com perfusdo de flutamida
(n=5) sobre o potencial de membrana das
células de Sertoli, comparado com o
potencial de membrana basal. (ANOVA de
duas vias, *p< 0,05).
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2.8. Acédo eletrofisioldgica da nandrolona em diferentes doses sobre o potencial de
membrana nas células de Sertoli

A nandrolona aplicada nas células de Sertoli de ratos Wistar imaturos provocou
a despolarizagdo do potencial de membrana das células de forma significativa aos 60,

120 e 180 segundos nas doses de 0,1uM, 0,5uM e 1,0 uM.
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Fig.2.2. Efeito da Nandrolona sobre o potencial de
membrana das células de Sertoli nas doses de 0,1uM
(n=5), 0,5uM (n=6), e 1,0uM (n=6), comparado ao
potencial de membrana basal. (ANOVA de duas vias,
*p<0,05; ***p<0, 001)
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2.9. Acdo eletrofisioldgica da catequina em diferentes doses sobre o potencial de
membrana nas células de Sertoli

A catequina aplicada nas células de Sertoli de ratos Wistar imaturos provocou a
despolarizacdo do potencial de membrana das células de forma significativa aos 120 e

180 segundos nas doses de 0,1uM, 0,5uM e 1,0 uM.

=20 =
—=— Catequina (1,0uM)

—o— Catequina (0,5uM)
.30 —s— Catequina (0, 1uM)

W W

W kW

Potencial de Membrana
(mV)

T I L
0 50 100 150 200

Tempo (s)

Fig.2.3. Efeito da Catequina sobre o potencial de
membrana das células de Sertoli nas doses de 0,1uM
(n=5), 0,5uM (n=5), e 1,0uM (n=9) comparado ao
potencial de membrana basal. (ANOVA de duas vias,
**p<0,01; ***p<0, 001)
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2.10. Comparacdo da resposta eletrofisiologica da nandrolona, da catequina e da
testosterona na mesma dose sobre o potencial de membrana nas células de Sertoli

A testosterona (1puM), a catequina (1uM) e a nandrolona (1uM) aplicadas nas
células de Sertoli de ratos Wistar imaturos, alteram o potencial de membrana das células
causando despolarizacdo de forma significativa aos 120 e 180 segundos. O padréo de
despolarizacéo foi semelhante entre elas, sendo a catequina nesta dose mais potente que

testosterona e nandrolona aos 180 segundos.

o 'SD'
& —0— Testosterona (1uM)
.E """ ——Catequina (1uM)
@ . —e— Nandrolona (1uM)
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Fig.2.4. Efeito da Testosterona (1uM) (n=9),
Catequina (1puM) (n=9) e Nandrolona (1uM)
(n=6) sobre o potencial de membrana das células
de Sertoli, comparado ao potencial de membrana
basal. (ANOVA de duas vias *p<0,05 ***p<0,
001).
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3. Acdo eletrofisioldgica da nandrolona (1uM) sobre o potencial de membrana nas
células de Sertoli e de nandrolona (1uM) com perfusédo de flutamida (1uM)

A aplicacdo de nandrolona (1uM) nas células de Sertoli de ratos imaturos
provocou despolarizacdo da membrana e despolarizou a célula com a aplicacdo de
Nandrolona (1uM) apds perfusdo de flutamida (1uM), sendo significativo aos 120

segundos e 180 segundos.
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Fig.2.5. Efeito da Nandrolona (1uM) sobre o
potencial de membrana das células de sertoli com a
perfusdo de Flutamida (1uM) comparado com o
potencial de membrana basal (n=7). (ANOVA de duas
vias, *p< 0,05).
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3.1. Acdo eletrofisiologica da catequina (1uM) sobre o potencial de membrana nas
células de Sertoli com perfusao de flutamida (1uM)

A aplicacdo de catequina (1uM) nas células de Sertoli de ratos imaturos
provocou despolarizacdo da membrana e a despolarizacdo se repetiu na aplicacdo de
catequina (1uM) apos perfusdo com o bloqueador do receptor de andrégeno intracelular

flutamida (1uM) sendo significativo aos 120 e 180 segundos.
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Fig.2.6. Efeito da Catequina (1uM) sobre o
potencial de membrana das células de Sertoli com
a perfuséo de Flutamida (1uM) comparado com o
potencial de membrana basal (n=6). (ANOVA de
duas vias *p< 0,05, **p<0,01,*** p<0, 001).
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3.2. Comparacao da resisténcia da membrana nas células de Sertoli entre repouso e apos
aplicacéo de testosterona com flutamida aos 180 segundos

Trabalhos realizados neste laboratorio mostraram que a testosterona aplicada nas
células de Sertoli aumenta a resisténcia da membrana na despolarizacdo celular em
relacdo ao repouso da célula (VON LEDEBUR, et al., 2002).

Neste trabalho, a testosterona (1uM) aplicada nas células de Sertoli de ratos
Wistar imaturos apés a perfusdo com flutamida (1uM) provocou aumento da resisténcia
durante a despolarizacdo da membrana da célula em relagdo a resisténcia encontrada no

repouso da célula verificada aos 180 segundos.

[ Repouso
[ Testosterona + Flutamida (180s)

40+

20+

Resisténcia MQ

Fig.2.7. Efeito da Testosterona (1uM) com
perfusdo de Flutamida (1M) sobre a resisténcia da
membrana de células de Sertoli aos 180 segundos
em relacdo ao repouso. (n=5). (ANOVA de uma
via *p<0,05).

Flutamida - -
. Célula tipica: Registro do
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10s

Testosterona

57



3.3. Comparacdo da resisténcia da membrana nas células de Sertoli entre repouso e
apos aplicacdo de nandrolona aos 180 segundos

A nandrolona (1uM) aplicada nas células de Sertoli de ratos Wistar imaturos

provocou aumento da resisténcia da membrana da célula verificada aos 180 segundos

em relacdo a resisténcia encontrada no repouso da célula.
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Fig.2.8. Efeito da Nandrolona (1uM) (n=6) sobre
a resisténcia da membrana de células de Sertoli aos
180 segundos em relacdo ao repouso. (ANOVA de

uma via *p<0,05).
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3.4. Comparacdo da resisténcia da membrana nas células de Sertoli entre repouso e
apos aplicacdo de catequina aos 180 segundos

A catequina (1uM) aplicada nas células de Sertoli de ratos Wistar imaturos
provocou despolarizacdo com aumento da resisténcia da membrana da célula verificado

aos 180 segundos em relacdo a resisténcia encontrada no repouso da célula.
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Fig.2.9. Efeito da Catequina (1uM) (n=9) sobre a
resisténcia da membrana de células de Sertoli aos

180 segundos em relagdo ao repouso. (ANOVA de
uma via **p<0,01).
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3.5. Comparacéao da resisténcia da membrana nas células de Sertoli entre repouso e
apos aplicacéo de nandrolona com flutamida aos 180 segundos

A nandrolona (1uM) aplicada nas células de Sertoli de ratos Wistar imaturos
apos a perfusdo com flutamida (1uM) provocou aumento da resisténcia da membrana da

célula verificada aos 180 segundos em relacdo a resisténcia encontrada no repouso da

celula.
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Fig.2.10. Efeito da Nandrolona (1uM) com
perfusdo de Flutamida (1uM) (n=7) sobre a
resisténcia da membrana de células de Sertoli aos
180 segundos em relacdo ao repouso. (ANOVA de
uma via *p<0,05).
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3.6. Comparacdo da resisténcia da membrana nas células de Sertoli entre repouso e
apos aplicacdo de catequina com flutamida aos 180 segundos

A catequina (1uM) aplicada nas células de Sertoli de ratos Wistar imaturos apos
a perfusdo com flutamida (1uM) provocou aumento da resisténcia da membrana da

célula em relacdo a resisténcia encontrada no repouso da célula.

1 Repouso
B Catequina + Flutamida (180s)

Resisténcia M)

104

Fig.3. Efeito da Catequina (1uM) com perfusédo de
Flutamida (1uM) (n=6) sobre a resisténcia da
membrana de células de Sertoli aos 180 segundos
em relacdo ao repouso. (ANOVA de uma via
**p<0,01).
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3.7. Acdo eletrofisiologica da catequina (1uM) sobre o potencial de membrana nas
células de Sertoli com perfusao de diazoxida (100uM)

A perfusdo com diazoxida (100uM) que mantém os canais de K"~ ATP abertos,
anulou o efeito despolarizante da catequina (1uM) na membrana das células de Sertoli

de ratos imaturos.

Potencial de Membrana

T 1
0 50 100 150 200
Tempo (s)

—— Catequina (1uM)
—o— Catequina (1uM) +Diazoxida (100uM)

Fig.3.1. Efeito da Catequina (1uM) sobre o potencial
de membrana das células de Sertoli com a perfusao de
Diazoxida (100uM) comparado ao grupo néo tratado.
(n=7). (ANOVA de duas vias *p< 0,05,***p<0,001).
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3.8. Acdo eletrofisioldgica da nandrolona (1uM) sobre o potencial de membrana nas
células de Sertoli com perfusao de diazoxida (100uM)

A perfusdo com diazoxida (100uM) anulou o efeito despolarizante da

nandrolona (1uM) na membrana das células de Sertoli de ratos imaturos.

-30-
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(mV)

T T 1
0 50 100 150 200
Tempo (s)

—— Nandrolona (1M}

—— Nandrolona (1uM) + Diazoxida (100pM)

Fig.3.2. Efeito da Nandrolona (1uM) sobre o
potencial de membrana das células de Sertoli com a
perfusdo de Diazoxida (100puM) comparado ao grupo
néo tratado (n=6). (ANOVA de duas vias, *p< 0,05).
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3.9. Acdo eletrofisioldgica da catequina (1uM) sobre o potencial de membrana nas
células de Sertoli com perfusao de U73122 (2uM)

A perfusdo com o bloqueador da PLC U73122 (2uM) anulou o efeito

despolarizante da catequina (1uM) nas células de Sertoli de ratos imaturos aos 120 e

180 segundos.
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Fig.3.3. Efeito da Catequina (1tM) sobre o potencial
de membrana das células de Sertoli com a perfusao de
U73122 (2uM) com o grupo ndo tratado. (n=5).
(ANOVA de duas vias, *p< 0,05, ***p<0,001).
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3.10.  Acdo eletrofisioldgica da nandrolona (1uM) sobre o potencial de membrana nas
células de Sertoli com perfusao de U73122 (2uM)

A perfusdo com o bloqueador da PLC U73122 (2uM) anulou o efeito
despolarizante da nandrolona (1uM) nas células de Sertoli de ratos imaturos aos 120 e

180 segundos.
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Fig.3.4. Efeito da Nandrolona (1uM) sobre o
potencial de membrana das células de Sertoli com a
perfusdo de U73122 (2uM) comparado ao grupo nao
tratado. (n=7). (ANOVA de duas vias *p< 0,05,
***p<0, 001).
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4. Estimulo da catequina sobre a captacéo de “°Ca’* nas células de Sertoli

A catequina (1uM) estimulou a captacio de “>Ca** pelas células de Sertoli em
experimento realizado com testiculos inteiros de ratos imaturos (10 dias de idade),

resultando em valores estatisticamente significativos em relagcdo ao controle.
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Fig.3.5. Ac#o da Catequina (1uM) sobre a captacéo de *°Ca?*

(pmoles de “>Ca*'/g de testiculo) em células de Sertoli, (Teste t
de Student *p<0,05; n=9)
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4.1. Estimulo da nandrolona sobre a captacéo de “*Ca®* nas células de Sertoli

A nandrolona (11M) estimulou a captacdo de “°Ca®* pelas células de Sertoli,
experimento realizado com testiculos inteiros de ratos imaturos (10 dias de idade),

resultando em valores estatisticamente significativos, em relacdo ao controle.

1000 r
_ C_1Controle
=]
&, o 750 - = Nandrolona (1 M)
on
i -
o S8 [
Te" 3 500-
=] @.E
iﬁa .GE
gt
a2 250
0 E
=
0

Fig.3.6. Agdo da nandrolona (1pM) sobre a captacédo
de *°Ca®* (pmoles de **Ca**/g de testiculo) em células
de Sertoli, (Teste t de Student **p<0,01; n=5)
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4.2. DISCUSSSAO

Em trabalhos anteriores deste laboratério, foi observado que a
testosterona, quando aplicada topicamente em concentracdes fisioldgicas (0,1 a 0,25
pHM), produz uma despolarizacdo imediata (< 1 segundo) sobre o potencial de
membrana em células de Sertoli (VON LEDEBUR, et al., 2002, LOSS et al., 2004).
Esta despolarizacdo aumenta com o tempo, chegando ao seu maximo em 5 minutos e
retorna ao potencial de repouso ap6s a preparacdo ser lavada com solucdo salina (VON
LEDEBUR et al., 2002). A resposta a testosterona é especifica, uma vez que nem
progesterona nem estradiol exercem algum efeito na membrana destas células (VON
LEDEBUR et al., 2002).

O perfil de despolarizacdo da resposta das células de Sertoli a testosterona para
diferentes concentragdes (0,1 a 10 uM) é similar variando apenas em intensidade, sendo
maior nas doses mais elevadas (VON LEDEBUR et al., 2002).

Neste presente trabalho observou-se alteracGes no potencial da membrana das
células de Sertoli com a aplicacdo de testosterona (1uM) seguido de perfusdo com
flutamida (1uM). A testosterona apresentou um efeito despolarizante, mesmo com o
bloqueio do receptor intracelular (iIAR) (Fig 2.1). A utilizacdo de flutamida para
verificar se 0 iAR participa de a¢des ndo-classicas da testosterona, foi realizada em
diversos tipos celulares. A testosterona-BSA, em doses farmacoldgicas, provoca uma
vasodilatacdo instantdnea em aorta de coelhos; este efeito agudo do androgeno néo é
inibido com perfusdo de flutamida, indicando que este efeito rapido possa estar
acontecendo por vias de sinalizacédo intracelular, por acdes ndo-classicas da testosterona
(YUE et al., 1995; JONES et al., 2004). A flutamida também nédo anula efeitos de

influxo rdpido de célcio provocado pela aplicacdo de testosterona-BSA em
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cardiomiocitos de ratos (VICENCIO et al., 2006; ER et al., 2007; VICENCIO 2006).
Em células de Sertoli, estudos recentes afirmam que a testosterona age por uma via nao
classica ativando a tirosina quinase Src, fazendo com que o receptor do fator de
crescimento epidérmico seja ativado, promovendo a fosforilacdo e ativacdo de MAPK e
ERK. A ativacdo de Src foi necesséria para liberacdo dos espermatozdides a partir das
células de Sertoli (CHENG et al., 2007; WALKER, 2010; SHUPE et al., 2011). A
inibicdo de Src por PP2 e do receptor intracelular com flutamida prejudicou a liberagdo
de espermatozoides em resposta a testosterona. Portanto, os autores concluem que o
sucesso da espermatogénese dependem do IAR e da ativacdo de Src. (CHENG et al.,
2007; WALKER, 2010; SHUPE et al., 2011). No entanto, outros trabalhos realizados
em células de Sertoli, observaram que a testosterona produz a ativacdo de MAPK e de
CREB (fator de transcricdo em células de Sertoli), e que a ativacdo destas vias de
sinalizacdo ocorrem de forma independente da presenga de iAR, pois o bloqueio do
receptor de andrégeno intracelular com flutamida ndo inibiu a ativacdo de MAPK e
CREB ( SILVA et al., 2002; HEINLEN & CHANG, 2002; CATO et al., 2002).

A despolarizagdo do potencial de membrana das células de Sertoli apds a
aplicacdo de testosterona descrita anteriormente, caracteriza um efeito ndo-classico da
testosterona, pois ocorre em poucos segundos e ndo depende da ligacdo do hormonio
com o receptor de andrégenos intracelular (iIAR), visto que a perfusdo com flutamida
ndo alterou o padrdo de resposta despolarizante da testosterona, identificando portanto
um efeito de membrana da Testosterona.

Devido ao fato de que a testosterona causa despolarizacdo da membrana das
células de Sertoli, verificamos se a acdo de outro andrdgeno, porém sintético provocaria
uma resposta semelhante. Ha poucos relatos sobre a acdo rapida da nandrolona. Um

estudo observou que a aplicacdo de doses farmacologicas altas de 2mg/Kg de
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Nandrolona e outro grupo com 2mg/Kg de testosterona em cérebros intactos de ratos
machos e castrados apresentaram imunorreatividade aos receptores em locais classicos e
ndo-classicos para os dois grupos andrégenos testados (MENARD & HARLAN, 1993).
Em células de Sertoli, nenhum relato foi encontrado de que o decanoato de nandrolona
possa apresentar efeito ndo-classico.

No presente trabalho, observamos que a Nandrolona é capaz de despolarizar em
segundos o potencial da membrana das células de Sertoli, em doses de 0,1 puM, 0,5uM
e 1uM. Este efeito foi semelhante ao efeito encontrado com a testosterona. (Fig 2.2)

Estudos realizados em células de cancer de mama T47D mostram que 0S
flavondides Catequinas sdo capazes de se ligar em receptores de andrdgenos presentes
na membrana destas células. A ligacdo das catequinas ocorre de forma competitiva com
a testosterona-BSA, pois apds a aplicagdo concomitante de testosterona-BSA e
catequina, a presenca de catequina desloca em 30% a ligacdo de testosterona na
membrana destas células (NIFLI et al., 2005). Com base nestes resultados, decidimos
testar o efeito das catequinas nas células de Sertoli de ratos imaturos. Observamos que
as catequinas causam a despolarizacdo da membrana quando aplicadas nestas células,
nas doses de 0,1uM, 0,5uM e 1,0uM (Fig 2.3). A despolarizagdo ocorreu de forma
semelhante a da testosterona, possivelmente por estar agindo diretamente em receptores
de andrégenos na membrana, corroborando com as conclusdes do estudo apresentadas,
de que as catequinas sao capazes de se ligarem em receptores de andrégenos.

Verificamos neste trabalho que a despolarizagdo gerada pela nandrolona e pela
catequina € muito semelhante ao padréo de despolarizagéo da testosterona. (Fig 2.4)

Foram realizados experimentos com nandrolona (1,0uM) e catequina (1,0uM) e
perfusdo com flutamida. A nandrolona aplicada nas células de Sertoli com perfusdo de

flutamida desencadeou a despolariza¢do da membrana apresentando o mesmo padréo de
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resposta de quando aplicada isoladamente, pois a flutamida ndo anulou a despolarizagéo
(Fig 2.5). Portanto a nandrolona pode estar atuando através de vias ndo-cléssicas por
ligacdo com receptores de androgenos de membrana (mMAR), uma vez que esta resposta
€ uma resposta rapida e visto que a flutamida ndo altera a resposta. A catequina
despolariza a membrana das células de Sertoli sem alteracdo no padrdo de resposta com
a perfusédo de flutamida (Fig 2.6). Estes resultados indicam que as catequinas possam
realmente estar atuando atraves de receptores de androgenos presentes na membrana da
célula (MAR) e que os receptores intracelulares (iIAR) ndo sdo necessarios para esta
resposta.

Durante a despolarizagédo, a testosterona produz um aumento da resisténcia da
membrana a partir dos 30 segundos de seu efeito, indicando a reducdo de corrente
ibnica na membrana (VON LEDEBUR et al, 2002). A aplicagdo das sulfoniluréias,
glibenclamida e tolbutamida produzem, na membrana das células de Sertoli,
despolarizacdo acompanhada de aumento da resisténcia (LOSS et al, 2004). Estas
sulfoniluréias produzem bloqueio dos canais de K*atp, reduzindo a corrente de K+ na
membrana das células e com isso produzem despolarizacéo. Além disso, a perfusdo das
células com diazoxida (mantém os canais de K'arp abertos) gera hiperpolarizagdo na

membrana e impede a acdo da testosterona (VON LEDEBUR et al., 2002).

Neste trabalho, foi observado, que o efeito da aplicacdo da testosterona (1,0uM)
sobre 0 aumento da resisténcia da membrana nas células de Sertoli é preservado mesmo
com a perfusdo de flutamida (1,0uM) (Fig 2.7). Concluimos que o padrdo da acédo
despolarizante ndo-classica da testosterona ndo foi modificado pelo blogqueio do
receptor intracelular de androgenos (iIAR) com flutamida. Da mesma forma, ocorre
despolarizacdo da membrana das células de Sertoli acompanhada de um aumento na

resisténcia da membrana apds a aplicacdo de nandrolona (1,0uM) e de catequina
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(1,0uM), reforcando a semelhanga do padrao de despolarizacdo destas substancias com
a testosterona (Fig 2.8 e Fig 2.9). O aumento da resisténcia indica que também ha
fechamento de canais idnios na resposta rapida de despolarizagdo da membrana das
celulas de Sertoli na agdo da nandrolona e da catequina.

A perfusédo de flutamida (1,0uM) também nédo bloqueou o efeito despolarizante e
0 aumento de resisténcia, produzidos por nandrolona (1,0uM) e por catequina (1,0uM)
aplicadas topicamente nas células de Sertoli, demonstrando que a agdo destas
substancias ocorre de forma semelhante a testosterona quando aplicadas nas células de
Sertoli, e que realmente estariam desencadeando efeitos de membrana (Fig 2.10 e Fig
3).

Varios autores afirmam que a testosterona é capaz de modular canais de K*atp.
Estudos realizados pela técnica de patch-clamp em midcitos cardiacos de coelho
demonstram que a testosterona promove o fechamento de canais de K*atp € seguido de
um aumento na condutancia de canais de Ca** sensiveis a voltagem (DEENADAYALU
et al., 2001). Em cérebros de ratos, a testosterona modula canais de K*atp nas areas pré-
Opticas e regido medial do hipotalamo. Andlise por RT-PCR indicou que a castracao
inibe a expressdo de mRNA para subunidade Kir 6.2 de canais de K'atp, enquanto a
presenca de testosterona induz a expressao da subunidade nestas regides. A infuséo de
tobultamida nas regiGes do cérebro descritas acima de machos castrados recuperou o
comportamento sexual que existe na presenca de testosterona. Portanto, o autor sugere
que a testosterona modula o comportamento sexual através do fechamento de canais de
K'atr (MCDEVITT et al., 2009). Glibenclamida, uma sulfoniluréia que atua na
subunidade SUR do canal de K'a7p (canais de K sensiveis a ATP) provocando o
fechamento deste canal, tem um efeito despolarizante com aumento de resisténcia na

membrana das células de Sertoli (LOSS et al., 2004). Experimentos em células de
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Sertoli com perfusdo de diazoxida (farmaco que mantém o canal de K'atp aberto)
anulou o efeito despolarizante da testosterona nas células de Sertoli, indicando a
participacdo do canal K'atp na resposta despolarizante e que este canal seja o
responséavel pelo aumento na resisténcia da membrana apos aplicacdo de testosterona
(VON LEDEBUR et al., 2002). WASSERMANN & LOSS, (2004) propdem que este
fechamento dos canais de K*a1p se deve a deplecio de PIP2 na membrana das células de
Sertoli, pois esta queda de PIP2 permite que o ATP se ligue na subunidade Kir e atue
fechando o canal, baseado em estudos que mostram que PIP2 é capaz de anular a a¢do
do ATP no fechamento do canal de K'atp devido a cargas negativas de PIP2 que
repelem o ATP das proximidades do canal na membrana, representado na figura 3.7

(BAUKROWITZ & FAKLER, 2000).
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Figura 3.7. Efeito de PIP2 nos canais de K*atp que atua diminuindo a sensibilidade do
canal ao ATP (BAUKROWITZ & FAKLER, 2000).
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H4 relatos de que as catequinas em concentragdes micromolares, sdo capazes de
modular canais de K'atp em células B-pancredticas de ratos inibindo a atividade destes
canais verificados pela técnica de patch-clamp. No mesmo estudo in vivo, a catequina
impede a secrecdo de insulina na presenca de glicose, o autor conclui que as catequinas
possam interagir em sitios de PIP2 na subunidade Kir do canal de Katp (JIN et al.,
2007).

Com base nas informacdes de que a testosterona e a catequina possam modular
os canais de K'atp, utilizamos a diazoxida (mantém canal o de K'atp aberto) para
verificar a participacdo destes canais na acdo da catequina nas células de Sertoli,
buscando observar se a despolarizacdo seguida de aumento da resisténcia da membrana
é causada pelo fechamento de canais de K*atp como acontece com a testosterona nestas
células. Foi observado que a diazoxida (100uM) inibiu completamente a despolarizagao
causada pela catequina (1,0uM), causando uma leve hiperpolarizagdo, devido ao
aumento da corrente de K* na membrana da célula. (Fig 3.1)

Esta resposta de hiperpolarizacdo e inibicdo do efeito despolarizante pela
diazoxida (100uM) também foi observada com a aplicacdo de nandrolona (1,04M) nas
células de Sertoli de ratos imaturos (fig 3.2). Portanto, a nandrolona e a catequina séo
capazes de modular canais de K*atp, neste caso fechando os canais de K*a1p, indicando a
participacdo destes canais na resposta despolarizante a catequina e a nandrolona nas
células de Sertoli de ratos imaturos, da mesma forma que ocorre em resposta a
testosterona.

Estudos em macrdfagos de camundongos indicam que a testosterona possa estar
atuando em um receptor de membrana que esta funcionalmente acoplado a alteracdo da
concentracdo de Ca®" intracelular [Ca®*]i, tanto através da corrente em canais de Ca** na

membrana plasmatica, como através da liberacdo de estoques intracelulares de Ca®* do
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reticulo endoplasmatico. Estes dados indicam que esse receptor pertenceria a uma classe
de receptores acoplados a proteina G, que atua sobre a enzima PLC (BENTEN et al.
1999). Outros estudos mostram que a aplicacdo de T-BSA (testosterona ligada a
albumina sérica), que ndo se difunde para o interior da célula de macréfagos, provoca a
mobilizacdo de Ca®* (LIU et al., 2005) . Essas agbes ndo foram afetadas pela acéo de
antagonistas do receptor intracelular como a ciproterona ou a flutamida, enquanto que
esta acdo foi completamente abolida pelo inibidor da PLC (U73122) e pelo blogueador
de proteina G (PTX) Toxina Pertussis, indicando que o influxo de célcio é mediado pela
ativacdo de uma proteina G (tipo Gq) e pela via de sinalizacdo da PLC (fosfolipase C).
(LIU et al., 2005). Em estudos de células de Sertoli pela técnica de eletrofisiologia de
registro intracelular, foi observado que a despolarizacéo causada pela testosterona sobre
as células é inibida pelo bloqueador da PLC (U73122) e pela PTX (toxina pertussis), um
blogueador de proteina G. (LOSS et al., 2004). Com estes dados, acredita-se que a a¢gdo
ndo-classica da testosterona acontece pela ligagdo do hormonio a um suposto GPCR
(receptor acoplado a Proteina G) na membrana, que causa a ativagdo da PLC, a qual
provoca a quebra do fosfatidil inositol 4,5, bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) e diacil glicerol (DAG) (WASSERMANN & LOSS, 2004; KONOPLYA et al.,
1992, HEILEN et al., 2002; RAHMAN & CHRISTIAN, 2007). A deplecdo dos
estoques de PIP2 da membrana inibe a condutancia dos canais de K* sensiveis a ATP
(KirATP), produzindo a despolarizagdo do potencial de membrana e aumento do influxo
de Ca** (SCHULZE et al., 2003 VON LEDEBUR et al., 2002). Ao mesmo tempo, 0
aumento de IP3;, provocado pela quebra de PIP,, causa a liberacdo de estoques
intracelulares de Ca®*. Ambos efeitos resultam no aumento da [Ca®*]i, que, por sua vez
atua como segundo mensageiro para diversos efeitos sobre as células de Sertoli. Por

exemplo, 0 Ca** e o PIP, podem atuar em oposicdo na sobre a estabilidade do
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citoesqueleto (CHENG& MRUK et al., 2002, JANMEY, 1994), enquanto o Ca*
despolimeriza filamentos de actina, PIP, reage estabilizando estes filamentos,
resultando em um controle sobre 0 movimento das células germinativas que depende
desta reestruturacdo das juncGes aderentes ligadas a actina que se encontram entre as
células de Sertoli e as germinativas (JANMEY, 1994).

Testosterona-BSA e catequina aplicadas em células TD47 (cancer de mama)
resultam no mesmo padrdo de movimentacdo do citoesqueleto, com formacdo de
lamelliopodia e filopodia, pois elas iniciam a fosforilagdo das mesmas moléculas de
sinalizagdo (PI3K), visto que o inibidor de PI3K reverte o efeito das catequinas e da
testosterona-BSA na movimentacdo do citoesqueleto (NIFLI et al., 2005). Ap6s duas
horas, ocorre a apoptose células com o tratamento das células T47D com testosterona-
BSA e catequina, refor¢cando a semelhanga na a¢éo das duas substancias, que resultaram
na movimentacdo do citoesqueleto das células estudadas, e esta movimentagdao ocorreu
em tempos iguais e provocou a apoptose também em momentos semelhantes. Acredita-
se que testosterona e catequina possam ser utilizadas de maneira conjugada para o
tratamento de céancer (NIFLI et al., 2005). Movimentagdes do citoesqueleto foram
observadas em células endoteliais de aorta bovina ap6s utilizacdo de extratos de
semente de uva (rico em polifenois de catequinas) (KHAN et al., 2002).

A fim de observarmos se as catequinas atuam pela mesma cascata de
sinalizacGes que ja foi observada aplicando testosterona nas células de Sertoli por LOSS
et al,(2004) utilizamos neste trabalho um inibidor da PLC- U73122 (2,0uM), que foi
aplicado por perfusdo minutos antes da aplicacdo tdpica de catequina (1,0uM). A
perfusdo com U73122 anulou o efeito despolarizante da catequina, assim como acontece
com a testosterona (Fig 3.3). Podemos postular que as catequinas utilizam a mesma via

de sinalizacdo nas células de Sertoli, estas evidéncias comprovam cada vez mais, que as
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catequinas realmente possam estar agindo sobre 0 mesmo receptor que a testosterona e
ativando as mesmas enzimas para produzirem os efeitos de despolarizacdo nestas
celulas.

Verificamos também a resposta das células de Sertoli na aplicagdo de
Nandrolona (1uM) apds a perfusdo de U73122 (2uM). A Nandrolona ndo produziu
despolarizacdo ao bloqueio da PLC, (fig 3.4) indicando que este horménio sintético
derivado da testosterona possui acdo semelhante a propria testosterona, ndo sé na acéo
classica, mas também nas acOes rapidas ndo-classicas, atuando na ativacdo das mesmas
enzimas e mesma via de sinalizagédo para produzirem a despolarizacdo da membrana das
celulas de Sertoli.

A testosterona promove um aumento no influxo de calcio, como observado em
macréfagos de camundongos, células LNCap (cancer de préstata) (SUN et al., 2006;
BENTEN et al. 1999). Nas células de Sertoli h& expressdo de pelo menos quatro tipos
de canais de célcio sensiveis a voltagem (tipo L, N, P/q e T) (FRAGALE, et al. , 2000).
A testosterona é capaz de estimular o influxo de calcio em menos de 5 minutos
(MIRANDA et al.,1998). Até mesmo testosterona-BSA que ndo é difundida para dentro
da célula promove o influxo de calcio nas celulas de Sertoli, provavelmente devido a
acOes em receptores de androgenos presentes na membrana (GORCZYNSKA &
HANDELSMAN, 1995).

Decidimos neste trabalho verificar se ha influxo de célcio nas células de Sertoli
por acdo das catequinas e nandrolona e nosso estudo constatou que catequina (1,0uM) e
nandrolona (1,0puM) estimulam a captacdo de **Ca** pelas células de Sertoli (Fig 3.5 e
Fig 3.6) e que estdo de acordo com a via da PLC, pois, ap6s o fechamento de canais de
K*atp, @ despolarizagdo da célula é capaz de ativar o canal de Ca?* sensivel & voltagem,

o que pode explicar 0 aumento na captacdo de “>Ca*" Portanto, os efeitos rapidos de
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despolarizacdo de catequina e nandrolona se aproximam cada vez mais da agdo da
testosterona nas células de Sertoli, e que provavelmente, o andrégeno sintético
nandrolona e o flavondide catequina estejam atuando em receptores de andrdgenos
presentes na membrana (MAR). E possivel que este receptor seja realmente um GPCR
(proteina Gq) que ativa a PLC, da mesma maneira que 0 mecanismo proposto para a

testosterona (Fig 3.8) (WASSERMAN & LOSS, 2004).
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Figura 3.8. Representacdo esquematica do mecanismo de acdo da testosterona na
membrana de células de Sertoli. A ligacdo da testosterona aos receptores de membrana
ativa a PLC através de uma proteina Gg. A PLC quebra PIP2 em IP3 e DAG, e a
deplecéo de PIP2 na membrana inibe a condutincia através do canal de K*-ATP devido
a um desequilibrio de carga iénica. O fechamento de canais de K*-ATP despolariza a
membrana da célula e ativam canais de Ca** do tipo L (VDCC) que aumentam o
influxo de Ca®*. Ao mesmo tempo, IP3 libera Ca** do reticulo endoplasmatico. (LOSS
etal., 2011)
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4.3. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a testosterona produz despolarizacdo na
membrana das células de Sertoli de modo independente do receptor intracelular de
androgenos (iAR), pois, o bloqueio do receptor intracelular ndo altera o efeito
despolarizante da testosterona, isolando um efeito de membrana da testosterona em
células de Sertoli de ratos imaturos.

Observamos que a catequina e a nandrolona possuem uma acgdo despolarizante
sobre o potencial de membrana das células de Sertoli de ratos Wistar imaturos.
Nandrolona produziu uma despolarizagdo mesmo com o bloqueio do receptor
intracelular pela flutamida, portanto este hormdnio também pode estar atuando em
receptores de androgenos presentes na membrana (MAR).

O flavonoide catequina possui acdo despolarizante mesmo com o bloqueio do
receptor intracelular de andrégeno (iAR), e pode estar atuando por um receptor de
membrana na membrana (MAR).

H& semelhanca no padrdo de despolarizacdo entre nandrolona, catequina e
testosterona, e h4 aumento na resisténcia da membrana, indicando o fechamento de
canais ionicos. Este aumento de resisténcia produzido pela testosterona, nandrolona e
catequinas nédo foi modificado com a perfusdo de flutamida. A utilizacdo de diazoxida
que mantém os canais de K" atp abertos, anulou o efeito da nandrolona e da catequina.
Este resultado indica que a despolarizagdo e o aumento na resisténcia da membrana
ocorrem através do fechamento dos canais de K'arp, assim como ja havia sido
observado para a testosterona.

O presente estudo também observou que além da semelhanca na modulacdo de

canais de K*atp, nandrolona e catequina também atuam pela mesma via de sinalizagio
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que a testosterona, a via da PLC. O bloqueio da enzima PLC com U73122 anula a
despolarizacdo da membrana das células de Sertoli produzida pela nandrolona e
catequina.

A nandrolona e catequina aumentam a captacdo de **Ca?*, indicando que hé
influxo de Ca?* , efeitos j& observados na acéo da testosterona nas células de Sertoli.
Portanto, h&4 semelhanca na via de sinalizacdo utilizada pela nandrolona e catequina,
com a via utilizada pela testosterona. As agdes dessas substancias sao independentes do
receptor de androgenos intracelular, possivelmente por estar agindo em um receptor

presente na membrana da célula.
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