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RESUMO

O horménio foliculo-estimulante (FSH) produz um efeito dual sobre o
potencial de membrana das células de Sertoli, com uma fase inicial rapida, que
compreende uma hiperpolarizacdo, por um periodo de segundos e uma fase de
despolarizacdo, que ocorre mais lentamente, por um periodo de minutos. A
fase de despolarizagdo envolve um mecanismo relacionado a entrada de célcio
estimulada pelo FSH. O Isoproterenol, um agonista de receptores [-
adrenérgicos, induz uma hiperpolarizacéo imediata e prolongada na membrana
de células de Sertoli de ratos imaturos. Este efeito é provavelmente resultante
da queda de [ATP]i a qual libera a inibicdo exercida pelo nucleotideo sobre o
canal de K'arp. Dessa forma, objetivou-se estudar a acdo do Isoproterenol
sobre o potencial de membrana das células de Sertoli para melhor avaliar o
componente hiperpolarizante produzido por FSH nas células de Sertoli, além
de estudar a captacdo de Ca?* estimulada pelo FSH e pelo isoproterenol. O
potencial de membrana foi registrado utilizando tubulos 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 eletrébmetro. Foi realizada a aplicacao topica isolada
de FSH (4mU/mL) e Isoproterenol (2uM). Depois, em experimentos individuais,
foram aplicados topicamente, FSH e isoproterenol, 5 minutos apos a aplicacao
topica da Tolbutamida (10uM) e Glibenclamida (10uM), sulfonilureias de acao
hipoglicemiante, que exercem efeito de fechamento dos canais de K'atp. A
Tolbutamida (10uM), ainda, foi perfundida 15 minutos antes da aplicacdo do
Isoproterenol, a fim de testar se esta sulfoniluréia impediria de forma mais
significativa a acdo deste. Na técnica de captacdo de Ca**, utilizou-se FSH e
isoproterenol com toxina pertussis (PTX), bloqueador da subunidade Gi da
proteina G para avaliar o seu envolvimento na captacdo de Ca®" nas células de
Sertoli de ratos imaturos. Utilizou-se a toxina colérica, estimulador da proteina
Gs, para avaliar o envolvimento do AMPc na captacéo de Ca** nas células de
Sertoli de ratos imaturos. Fez-se uso de SQ22536, inibidor da enzima adenilato
ciclase, para avaliar o envolvimento dessa enzima na agao estimulante do FSH
nas células de Sertoli de ratos imaturos. Os resultados foram dados como

média + SEM. Os dados da variacdo do potencial de membrana foram
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analisados pelo teste ANOVA para medidas repetidas com o pdés-teste de
Bonferroni. O FSH teve sua hiperpolarizacdo inibida quando foi aplicado
tolbutamida (10uM) anteriormente. O SQ22536 também aboliu a
hiperpolarizacdo causada pelo FSH. O Isoproterenol, quando aplicado
isoladamente produziu uma resposta hiperpolarizante sobre o potencial de
membrana, alterando de — 32,4mV = 1,32 mV para -40,0 £ 0,78 mv, aos 60
segundos apos a sua aplicacéo (*p<0,001) (n=6 células de Sertoli). A aplicacéo
topica de Tolbutamida (10 uM) blogueou a acdo do Isoproterenol (2uM),
causando uma despolarizacdo de —41,0+ 0,47mV variou até -39,0 + 2,02mV,
aos 120 segundos apos a aplicacdo do Isoproterenol (p>0,05) (n=6 células de
Sertoli). A perfusdo com Tolbutamida foi mais eficaz no bloqueio da resposta
beta-adrenérgica, causando uma despolarizacéao de -41,6 +1,21 mV para -35,4
+ 0,98 mV, aos 120 segundos apds a aplicacdo topica do Isoproterenol
(p>0,05) (n=9 células de Sertoli). A aplicacéo tépica de Glibenclamida (10uM),
a qual € um inibidor do canal de k™ atp, bloqueou a ac¢&o do Isoproterenol (2uM),
causando despolarizacdo, demonstrando que a hiperpolarizacdo do
isoproterenol esta relacionada com a abertura desses canais. A tolbutamida
(10uM), quando aplicada topicamente, impediu a fase de hiperpolarizagéo
caracteristica causada pelo FSH (4mU/mL), causando despolarizacdo do
potencial de membrana das células de Sertoli de ratos imaturos. O
Isoproterenol apresentou uma resposta hiperpolarizante rapida sobre o
potencial de membrana, causada, provavelmente, por uma abertura dos canais
de K'atp Nna membrana das células de Sertoli de testiculos de ratos imaturos.
PTX quando aplicada topicamente e anteriormente a aplicacéo de isoproterenol
ndo impediu a hiperpolarizacdo caracteristica causada por isoproterenol. A
acdo hiperpolarizante de isoproterenol independe de proteina Gi. PTX ndo
impede a captacédo de *°Ca?* estimulada pelo isoproterenol. A toxina colérica,
que estimula proteina Gs, ndo estimula a captacdo de *°*Ca** nas células de

Sertoli de ratos imaturos.
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ABSTRACT

Follicle-stimulating hormone (FSH) produces a dual effect on the
membrane potential of Sertoli cells, with an initial rapid phase, which comprises
a hyperpolarization for a period of seconds and a depolarization phase, wich
occurs more slowly, within minutes. The depolarization phase involves calcium
entry stimulated by FSH. Isoproterenol, an agonist of B-adrenergic receptors,
induces an immediate and prolonged hyperpolarization on the membrane of
Sertoli cells from immature rats. The aim of this work is to study the involvement
of K'atp channels in the hiperpolarization effect of isoproterenol on the
membrane of Sertoli cells. This work also aimed to study the action of
Isoproterenol on the membrane potential of Sertoli cells to better understanding
the hyperpolarizing component produced by FSH in Sertoli cells, in addition to
study the Ca?" uptake stimulated by FSH and by isoproterenol. Membrane
potential was recorded using isolated seminiferous tubules of testes of 15 days-
old rats. The record of intracellular Sertoli cell was performed using
microcapillary filled with KCI3 mmol/L coupled to an electrometer. We
performed a single topical application of FSH(4mU/mL) and Isoproterenol
(2uM). Then, inindividual experiments were applied topically, FSH and
isoproterenol, 5 minutes after topical application of Tolbutamide (10uM) and
glibenclamide(10uM), sulfonylurea a hypoglycemicaction, exercising effect
closing of K* channels ATP. The Tolbutamide (10uM) also was infused 15
minutes before application of Isoproterenol in order totest whether this would
prevents ulfonylurea most significantly to the action of isoproterenol. In the
technique of “°*Ca?* uptake, we used FSH and isoproterenol with pertussis toxin
(PTX), blocking the G protein subunit Gi to evaluate its involvementon Ca?*
uptake in Sertoli cells from immature rats. We used the cholera toxin, a
stimulator of Gs protein, to evaluate the involvement of AMPc on Ca*" uptake in
Sertoli cells from immature rats. SQ22536, an inhibitor of the enzyme adenylate
cyclase, was used to evaluate the involvement this enzyme in the stimulatory
action of FSH in Sertoli cells from immature rats. 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. The hyperpolarization

produced by FSH was inhibited when tolbutamide was applied (10uM). The
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SQ22536 also abolished the hyperpolarization caused by FSH. The
Isoproterenol when used alone produced a hyperpolarizing response on the
membrane potential, changing from -32.4mV+1.32 mV to -40.0+0.78 mV at 60
seconds after its application (*p<0.001) (n=6Sertoli cells). Topical application of
Tolbutamide (10uM) blocked the action of Isoproterenol (2uM), causing a
depolarization of -41.0+0.47 mV ranged up t0-39.0+ 2.02 mV at 120 seconds
after application of Isoproterenol (p>0.05) (n=6Sertoli cells). The Tolbutamide
infusion was more effective inblocking beta-adrenergic response, causing a
depolarization of -41,6 +1,21 mV to -35,4 £ 0,98 mV at 120seconds after the
topical application of Isoproterenol (p>0.05) (n=9Sertoli cells). Isoproterenol
produces a rapid hyperpolarization on membrane potential of Sertoli cells. This
effect was blocked by tolbutamide, indicating that the activation of beta-
adrenergic receptors involves opening of K'atp channels in the membrane of
Sertoli cells from immature rat testes.PTX,when applied topically prior to
application of isoproterenol did not prevent the characteristic hyperpolarization
caused by isoproterenol. The hyperpolarizing action of isoproterenol is
independent of Gi protein. PTX does not prevent the uptake of °Ca?* stimulated
by isoproterenol. The cholera toxin, which stimulates Gs protein, does not

stimulate **Ca*" uptake in Sertoli cells from immature rats.
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1. INTRODUCAO

1.1 CELULA DE SERTOLI

A célula de Sertoli € uma célula somética cuja localizacdo € no interior
dos tubulos seminiferos das gbnadas masculinas, os testiculos. Possui formato
piramidal, tendo sua base voltada para a membrana basal dos tubulos
seminiferos, chamada de regido basal, enquanto sua membrana apical é
voltada para o limen dos tdbulos, denominada regido adluminal(MRUK &
CHENG, 2004). Ademais, sdo células com uma estrutura colunar e ocupam
aproximadamente 17-19% do epitélio seminifero de ratos adultos (WONG

&RUSSELL, 1983;RUSSELL et al, 1990).

As células de Sertoli fornecem suporte estrutural, nutricional e mecanico
para o processo da gametogénese além de apresentar um importante papel no
controle de processos bioquimicos das ceélulas germinativas e propiciar um

microambiente adequado nos tubulos seminiferos das gébnadas masculinas.
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Figura 1:Microambiente testicular, evidenciando o epitélio seminifero com Células de
Sertoli e células germinativas, a barreira hemato testicular e células interticiais de Leydig, no
intersticio:(LC) células de Leydig; (M) macréfagos; (BV) vasos sanguineos; no compartimento
adluminal: (pSC) espermatécitos primarios; (rST) espermatides arredondadas ; (eST)
esperméatides alongadas; (Mi) mitocdndrias. (adaptado de SCHLATT, 1997).

Haja vista a necessidade de garantir um ambiente propicio ao
desenvolvimento da gametogénese, no interior dos tubulos seminiferos, as
células de Sertoli secretam um fluidoiso-osmético com maior teor de potassio
que o sangue.O fluido tubular seminifero (FTS) é de crucial importancia para tal
processo, além de fornecer um meio de transporte aos gametas masculinos em
desenvolvimento. Os elementos centrais desse fluido sdo a agua e alguns

eletrdlitos (RUSSEL, 1993;RATO et al, 2010).
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Figura 2: Representacdo esquematica da célula de Sertoli (CS), do fluido ou liquido

intersticial (F1) e do fluido tubular seminifero (FTS). (RATO et al,2010).

As células de Sertoli expressam diferentes transportadores de
membrana e transportadores de agua, os quais sdo envolvidos nas funcdes

celulares e de secrecdo (RATO et al, 2010).

A converséao de célula de Sertoli imatura para a adulta ocorre durante a
fase de puberdade, chamada de maturacdo ou diferenciacdo; a qual é
caracterizada por varias etapas (JEGOU, 1992;SHARPEet al, 1994;
MCLAREN, 1998). A maturacdo de tais células envolve perda da capacidade
proliferativa, formacéo de juncdes apertadas (tight junctions) entre as células
de Sertoli, formando a barreira sangue-testiculo ou barreira hemato-testicular
(BHT) e aumentando as funcdes que nao estdo presentes nas células de

Sertoli imaturas (SHARPE et al, 2003).

Aproximadamente no inicio da puberdade, as células de Sertoli sofrem
grandes alteragcbes em sua morfologia e em sua func&o, modificando seu

estado de proliferativo (imaturo), para ndo proliferativo (maduro). Células de
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Sertoli organizam-se de forma adjacente, e, apés a formacdo das juncdes
apertadas, é criado um compartimento adluminal (intratubular) que propicia as
etapas meidticas e pos-meidticas da espermatogénese. Este compartimento
formado proporciona a nutricAo e suporte fisico adequado a progressao
espermatogénica, fornecendo acesso direto as células germinativas a varios
fatores necessarios ao seu desenvolvimento (JEGOU, 1992; MCLAREN et al,

1998; SHARPE, 1994).

Nesta fase ha um significativo aumento no nimero de células de Sertoli
nos tubulos seminiferos (LINDSEY & WILKINSON, 1996). Durante este periodo
inicia-se a proliferagdo espermatogonial e sua meiose (MCCARREY, 1993),
células de Leydig adultas iniciam sua diferenciacao (NEF et al, 2000; BAKER et
al,1999) e ocorre a formacao da barreira hematotesticular (CYR et al,1999),
sendo este eventos relacionados a mudancas funcionais das células de Sertoli.
Também é observado entre 5 e 10 dias 0 aumento dos niveis circulantes de

FSH (MICHAEL et al, 1980, JEAN-FAUCHER et al, 1983).

No testiculo, as juncbes apertadas sdo encontradas entre as células de
Sertoli aproximadamente ao nivel da barreira hemato-testicular, onde elas
coexistem com especializacbes ectoplasmicas basais (MRUK & CHENG,

2010).

A BHT serve como um "seguranca" para impedir que as substancias
nocivas atinjam as células germinativas em desenvolvimento principalmente as
esperméatides na fase pés-meidtica. A BHT também contribui, pelo menos em
parte, para um estado imune aos testiculos, de modo que os anticorpos anti-

esperma ndo possam se desenvolver e agir contra 0os antigenos que sao
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expressos transitoriamente durante a espermatogénese (SU, MRUK & CHENG,

2010).

A BHT divide fisicamente o epitélio seminifero em dois compartimentos:
um compartimento basal onde situam-se espermatogbnias e espermatocitos, e
um compartimento adluminal, no qual células germinativas mais desenvolvidas
sdo sequestradas da lamina basal para o interior dos tabulos. A fim de que as
células germinativas entrem no compartimento adluminal, elas devem
atravessar a BHT, um evento celular que requer a participacdo de diversas

moléculas e vias de sinalizacdo (MRUK & CHENG, 2010).

Uma complexa sequéncia de interacdes locais envolvem os varios tipos
de células testiculares, tais como a célula de Sertoli, células de Leydig e
peritubulares, as quais sdo responsaveis pelo controle do processo de

espermatogénese (WALKER &CHENG, 2005).

1.2 FUNCOES DAS CELULAS DE SERTOLI

A espermatogénese € 0 processo pelo qual as células germinativas
imaturas sofrem divisdo, diferenciacio e meiose para dar origem a
espermatides alongadas. Tal processo ocorre dentro dos tabulos seminiferos,
0S quais sdo as unidades funcionais do testiculo, através da estreita
associacao das células germinativas com as ceélulas somaticas e as células de

Sertoli (CHENG et al, 2009; RATO et al, 2010).
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A espermatogénese € um evento bioquimico complexo, envolvendo a
participacdodo hipotalamo e a glandula pituitaria através da secrecado do
horménio GnRH do hipotalamo,e dois hormdnios hipofisarios: FSH e LH. Neste
processo, ocorre a transformacdo gradual de células germinativas a
espermatozoides, ocorre em um periodo de tempo determinado para cada
espécie, sendo limitado ao ambiente dos tubulos seminiferos. Tal processo
envolve proliferacdo celular, gerada através de repetidas divisbes mitoticas,
duplicacdo cromossOmica, producdo de espermatides e diferenciacdo destas
espermatides a espermatozoides. A espermatogénese ocorre em ciclos
repetidos no epitélio seminifero, caracterizada por especificas associacdes
celulares estabelecidas em pontos especificos no tempo. Quando estas
associacfes geram distintas alteracbes morfolégicas, sao identificados
diferentes estagios no ciclo. (EHMCKE,2006; JOHNSON,2008; AMANN, 2008;
DYM E RAJ, 1977, RUSSELL E GRISWOLD, 1993; CHENG et al, 2009;

KOPERA et al, 2010).

7

A espermatogénese € composta por quatro distintas fases em que
acontecem mudancas moleculares, cabendo salientar que ocorre de forma
diversa dependendo da espécie estudada. De maneira que a fase 1 é de
proliferagcdo e diferenciagdo espermatogonial; a fase 2 de meiose dos
espermatocitos, incluindo a ultima sintese de DNA nos espermatdcitos pré-
leptoteno e duas divisdes meidticas formando espermatides; a fase 3 de
espermiogénese ou transformacéo de esperméatides esféricas em espermatides
maduras; e a fase 4 compreende a espermiacdo ou liberacdo através do

rompimento do ancoramento das espermatides maduras as células de Sertoli.
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Este gameta masculino é liberado no lumen tubular (CHENG E MRUK, 2002;

AMANN, 2008; MCLACHLAN, 2002, KOPERA et al, 2010).

Estes processos séo interdependentes, entretanto cada um tem distintas
demandas por moléculas regulatorias, provenientes de forma paracrina, das
células de Sertoli, das células midides peritubulares e das células de Leydig,
bem como da rede vascular adjacente. Em humanos, o intervalo entre o inicio
do processo meidtico da espermatogbnia do tipo Acaa € a espermiagdo

compreende 74 dias (HELLER &CLERMONT, 1964).

A fertiidade masculina € regulada por uma combinacdo de sinais
hormonais e ambientais. Nos testiculos, a producdo de espermatozoides
(espermatogénese) é regulada pelo FSH e testosterona. Esses hormonios
enviam sinais para que as células de Sertoli produzam fatores necessarios a
mantencdo da sobrevivéncia e maturacdo dos espermatozéides em

desenvolvimento (SHARPE, 1994).

A interacdo entre células de Sertoli e células germinativas, no epitélio
seminifero, é definida para cada uma das fases de desenvolvimento estando
sob controle hormonal através de mecanismos enddcrinos classicos,
coordenados pelo eixo hipotalamo-hipo6fise testiculo, bem como por
mecanismos intrinsecos mediados por hormonios, fatores de crescimento,
citocinas, moléculas sinalizadoras intracelulares e por neurotransmissores (DE
KRETSER E KERR, 1994; SHARPE, 1994). Em ambos 0s mecanismos, a

célula de Sertoli desempenha um papel central (GRISWOLD, 1998).

A célula de Sertoli, durante a puberdade, isola o ambiente tubular,

concentrando o transporte intercelular de varios fatores para as células
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germinativas (DYM & FAWCETT, 1970). Esta organizacéo tecidual proporciona
um ambiente controlado favoravel ao desenvolvimento da série
espermatogénica, que € mediado primariamente pela secrecédo de LH, FSH e
testosterona de maneira diferente, nos diferentes estagios de desenvolvimento
(SU, MRUK & CHENG, 2010).Este controle hormonal envolve comunicacao
intracelular e com o ambiente intra e extratubular, bem como sob o controle

neuroenddcrino hipotalamico-hipofisiario.

Varios estudos experimentais revelaram que a célula de Sertoli produz e
secreta diversas proteinas (GRISWOLD,1998; GNESSI,1997, LOSS et al,
2007).

As células de Sertoli secretam glicoproteinas as quais podem ser
classificadas baseadas em suas caracteristicas bioquimicas, como proteinas
transportadoras, proteases e inibidores de proteases, glicoproteinas
formadoras da membrana basal e glicoproteinas regulatorias.Estas
glicoproteinas agem como fatores de crescimento ou fatores paracrinos
(GRISWOLD, 1998). Estudos recentes tém mostrado que os transportadores

de numerosos hormdnios sdo expressos pelas células de Sertoli.

1.3 CONTROLE ADRENERGICO SOBRE OS TESTICULOS

As gonadas de mamiferos recebem uma densa inervagédo simpatica. As
gbnadas de mamiferos machos tém inervacdes sensoriais e eferentes do
ganglio espinal e do plexo paravertebral. Terminagbes nervosas convergem

para o testiculo ao longo de duas vias principais: 0s nervos espermaticos
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superiores (SSN) e o0s nervos espermaticos inferiores (ISN) (SETCHELL,

1994).

Estudos de ultraestrutura relatam a presenca de terminais adrenérgicos

na lamina prépria dos tubulos seminiferos (PRINCE, 1996).

Mayerhofer e colaboradores (1992) descreveram que as catecolaminas
apresentam concentragcdes maximas, em testiculos de hamsters, no primeiro
dia ap6s o nascimento, ocorrendo uma diminui¢cao gradual pés-natal. A infuséo
de adrenalina, noradrenalina e isoproterenol (agonista B-adrenérgico), na
artéria espermatica, promoveu um aumento da testosterona sérica no leito
vascular espermatico do cdo (EIK-Nes,1969) e injecbes sistémicas de
isoproterenol, resultam em hipertrofia das células de Leydig e aumento do peso

dos testiculos da ratos recém nascidos (MAYERHOFER,1992).

Ao examinar a funcdo testicular em hamster, apo6s aplicacdo
intratesticular unilateral de 6-hidroxidopamina, uma droga neurotoxica
conhecida por produzir atuar nas terminacdes nervosas produzindo deplecéo
dos estoques de noradrenalina, Mayerhofer e colaboradores (1990) notaram
que, apoOs aplicada a injecdo de 6-hidroxidopamina, houve alteractes
degenerativas no epitélio germinativo; 24 horas apds o tratamento, houve

diminuicao dos receptores do LH.

Além da inervagdo extrinsica, recebida pelos testiculos, Mayerhofer e
colaboradores (1996) sugerem que haja uma fonte intragonadal de
catecolaminas. Em estudo realizado por Dees (1995), atentando para a
possibilidade de haver uma fonte similar de catecolaminas nas gonadas

masculinas, observou-se que os testiculos de primatas, recebem estimulacéo
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catecolaminérgica dual, proveniente de inervacdo extrinsica, ja bem
demonstrada, e outra de células, localizadas na propria gébnada. Onde a acéo
desta ultima, ocorre, predominantemente no periodo pré-puberal, em relacédo a

vida adulta do animal (MAYERHOFER, 1996).

1.4 Hormonio Foliculo Estimulante (FSH)

O Hormoénio Foliculo Estimulante (FSH) é uma gonadotrofina de
natureza glicoprotéica, produzida pelas células gonadotréficas da hipdéfise
anterior e esta gonadotrofina desempenha um papel essencial na reproducéo.
Seu receptor (FSHR) pertence a superfamilia dos receptores acoplados a
proteina G (GPCR), especialmente a familia de receptores do tipo rodopsina ou

familia A (ULLO-AGUIRRE et al,2007; ROZELL & OKRAINETZ, 2009).

O FSH desempenha diversas atividades em ambos os tecidos
reprodutivos masculino e feminino; incluindo: crescimento, divisdo e
diferenciacéo das células de Sertoli e também das células da granulosa. Este
horménio também estd envolvido diretamente na producdo de gametas
masculinos e femininos, bem como na producdo de horménios (inibina e
estradiol) que fazem retroalimentacao, influenciando a secrecdo de FSH pela

hip6fise (PHIFER, 1973).

O FSH desempenha um papel central no controle das fun¢des da célula
de Sertoli. O FSH determina o niamero das células de Sertoli que estaréo

presentes em machos adultos através de sua acdo sobre o controle da
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proliferacdo destas células no estagio pré-puberal (SHARPE et al, 2003;
ORTH, 1982; TROPOUIX et al, 1998). Em ratos, a mitose das células de Sertoli
decresce em torno de 15 dias de idade do animal, tendo o FSH o controle na
diferenciacdo destas células, o que é fundamental para o desenvolvimento
qualitativo e quantitativo de uma espermatogénese normal no adulto

(GRISWOLD, 2003).

O FSH é um membro da familia dos hormdnios glicoprotéicos, que
também inclui o horménio luteinizante (LH), o hormdnio estimulador da tirebide
(TSH) e gonadotrofina coriénica humana (hCG). Tanto LH como FSH, ambos
sdo produzidos pelo mesmo tipo de células, gonadotrofos da pituitéria,
enquanto o TSH é produzido pelos tireotrofos também da pituitaria e o hCG

pelos trofoblastos da placenta (PHIFER, 1973).
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Glandula

Pituitaria Anterior

Figura 3: Padrédo de glicosilagdo das subunidades de hormoénios glicoprotéicos. Horménios
glicoprotéicos possuem sequéncia de aminoacidos idénticas nas subunidades alfa. No entanto,
as suas subunidades beta contem quantidades variaveis de glicosilacdo ligadas a por¢do N-
terminal, que confere especificidade hormonal a esses horménios. Em destaque a molécula de

FSH. Adaptado de Rozell & Okrainetz, 2009.

Os horménios glicoprotéicos sdo assim chamados porgue contem

carboidratos ligados as suas subunidades (FARES, 2006).

Cada membro dessa familia tem duas subunidades, a e B. A
subunidade a tem a mesma sequéncia de aminoacidos para cada um dos
horménios glicoprotéicos, enquanto a subunidade B confere sua conformacao

biol6gica e imunolégica (LAPTHORN et al, 2001).
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Cada sequéncia primaria das cadeias a e [ apresenta duas
glicosilacbes. Estas glicosilacbes ocorrem através de modificacbes pos
translacionais, onde os oligossacarideos adicionados determinam propriedades
funcionais ao horménio, como a capacidade e a afinidade na ligacdo ao seu
receptor, levando a ativacdo das vias de sinalizacdo intracelular (AREY et al,

1997).

Sabe-se que FSH é liberado da hipofise como um pool heterogéneo em
relacdo ao tipo de isoformas circulantes (ULLOA-AGUIRRE et al, 1999;

ULLOA-AGUIRRE et al, 1995; STANTON et al, 1996).

Ainda por responder, esta a questdo de como um tipo especifico de FSH
glicosilado interage com um mesmo receptor e deflagra uma variedade de
respostas intracelulares diversas. Na tentativa de elucidacdo desta questdo
surgiram algumas hipoteses como o FSH interagindo através de varias formas
com seu receptor, provocando sinalizacdes diferenciadas, ou ainda, diferentes
glicoformas do horménio ligando-se a diferentes receptores acoplados a
diferentes vias de sinalizacdo (BABU etal, 2000; BABU et al, 2001,ULLOA-
AGUIRRE et al, 2003). Entretanto, ainda ndo existem evidéncias suficientes

para atestar ou eliminar as alternativas citadas.

De acordo com Jacobus et al (2010), ha diversas formas de glicosilacéo
do FSH e pode ocorrer uma variabilidade na interagdo com seu receptor por
este motivo. Justifica-se, assim, pensar que o efeito tréfico do FSH consiste em
uma mistura de sinais com diferentes afinidades e atividades intrinsecas

pleiotropicas.
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1.5 Isoproterenol

Diversas evidéncias sugerem que as catecolaminas estdo envolvidas na

regulacéo do desenvolvimento dos testiculos (MAYERHOFER et al, 1992).

Estudos que buscavam investigar a capacidade do parénquima testicular
responder a estimulos catecolaminérgicos in vitro, constataram que adrenalina,
noradrenalina e isoproterenol, agonistas dos receptores beta-adrenérgicos,
estimularam significativamente a producdo de testosterona nos testiculosde

hamsters dourados (MAYERHOFER et al, 1992).

O isoproterenol (ISO) é uma catecolamina sintética e, portanto, um
agonista de receptores [(-adrenérgicos;que se ligando a receptores beta-
adrenérgicos, na superficie celular, pode sinalizar por meio de receptores
acoplados a proteina G (GPCR) (SUGDEN& CLERK, 1998; FREY & OLSON,
2003; HYE-MIN HONG et al, 2011).Para Wang et al (2010), a proteina G

constitui um componente limitante na ativagdo do GPCR.

Cascatas de transducdes de sinalizacdo intracelular funcionam
geralmente através de varias vias de sinalizacdo. Ocorrem mudancas
intracelulares as quais sdo iniciadas com o contato do agonista beta-
adrenérgico com 0 seu receptor e
mediadas pela ativacdo da cascata de sinalizacdo que atuasobre

varios fatores de transcricdo (HONG et al, 2011).

Ao se ligar ao GPCR, o isoproterenol ativa a subunidade Ga da proteina

G- Tipo Gs- do referido receptor; em seguida, ha a estimulacdo da adenilato
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ciclase (AC). A adenilato ciclase é responsavel por catalisar a conversdo do
trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e
entdo, consequentemente a essa reacdo, ha a reducdo dos estoques
intracelulares de ATP. A diminuicdo dos estoques de ATP causam uma
diminuicdo da afinidade do nucleotideo pelo canal de potassio dependente de
ATP (K'a7p). Justo que o ATP exerce efeito de bloqueio no canal de K'atp,
entdo, devido a menor afinidade do nucleotideo, o canal abre-se e permite o
extravasamento de K* para o meio extracelular, deixando o meio intracelular

cada vez menos positivo (JACOBUS et al,2005).

Na+

amino acid

Depolarizabion

Protein Synthesis

Figura 4: Figura esquematica da sinalizacdo intracelular do isoproterenol.Adaptado de

Jacobuset al, 2007.

Em estudo utilizando a técnica de registro intracelular, verificou-se, ao
investigar o mecanismo pelo qual o isoproterenol (2uM) hiperpolariza a
membrana da célula de Sertoli em tubulos seminiferos de ratos imaturos, que o

isoproterenol, ao se ligar ao receptor adrenérgico, induz uma hiperpolarizacao
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imediata e prolongada na membrana de células de Sertoli de ratos imaturos
(JACOBUS et al, 2005). Esta acédo € similar a da forscolina, um ativador da
enzima adenilato ciclase, a qual atua aumentando AMPc a partir de ATP

(JACOBUS et al, 2005).

Além do mais, 0 antagonista do receptor adrenérgico beta-2 (AR-B2),
butoxamina (1uM), anulou a a acdo do isoproterenol, enquanto o antagonista
do receptor adrenérgico beta-1 (AR-B1), metoprolol (1uM), teve efeito leve e
nao-significativo sobre a acdo do isoproterenol; indicando, portanto, que
isoproterenol age preferencialmente pelo receptor AR-f2. O efeito
hiperpolarizante do isoproterenol esta relacionado com a ativacado da via Gs-
AC-AMPc-PKA que ativa o canal de K'arp. Este efeito € provavelmente
resultante da queda de [ATP]i a qual libera a inibicdo exercida pelo nucleotideo
sobre o canal de K*ap, como sugerido para a agédo do agonista B-adrenérgico

em musculo liso de safena de caes (NAKASHIMA& VANHOUTTE, 1995).

1.6 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G

Os receptores da membrana plasmatica desempenham importante papel
na transmissao de sinais extracelulares para o interior celular. Os receptores
respondem a uma grande variedade de mensageiros quimicos extracelulares.
Consequentemente, eles tem fundamental importéancia em muitas funcdes
fisiologicas e seu impacto sobre a acdo de drogas € enorme. Mais de 40% dos
medicamentos comercializados agem através de receptores acoplados a

proteina G (GPCRs) (TACCHI, 2008).
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A estimulacao desses receptores por agonistas exdgenos ou enddgenos
ativam um grupo de proteinas de acoplamento, chamadas proteinas G, porque
se unem a guanosina trifosfato (GTP) e regulam uma variedade de enzimas e
canais iénicos. O papel de enzimas e canais idnicos é o de efetores, porque as
mudancas na atividade causada por alteracbes na composicdo idnica ou ao
nivel dos segundos mensageiros, como AMPc ou inositol fosfato, que em

dltima analise levam a resposta celular(TACCHI, 2008).

As proteinas G sdo constituidas por trés polipeptideos: uma subunidade
alfa que se liga e hidrolisa GTP, a subunidade beta e gama, as quais formam
um dimero que dissocia somente quando ele é desnaturado e opera, nessas
circunstancias, como um mondmero (subunidade beta-gama). Um grande
namero de proteinas G foram clonados, caracterizados e subdivididos em
varias familias. Quatro subfamilias de subunidades alfa da proteina G foram
definidos e multiplas subunidades da proteina G beta e gama foram

identificados (SCHLATT et al, 1997; TACCHI, 2008).

Os GPCRs estdo acoplados a trés classes principais
de proteinas de ligagdo: Gs, Gg, e Gi; e a transducéo
de sinais agonista ou antagonista €é induzida em direcdo a
efetores tais como enzimas e canais idnicos (SUGDEN&CLERK, 1998; FREY &

OLSON, 2003; HYE-MIN HONG et al, 2011).

Os GPCR tém uma estrutura central homdéloga, com sete a hélices
transmembranas, contendo entre 20-28 aminoacidos hidrofébicos. Estes
dominios transmembrana (TM) estdo orientados perpendicularmente a

membrana (PALCZEWSKI et al, 2000). Entretanto, os GPCR diferem quanto a
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suas estruturas extra e intracelulares (SHARPE, 1994; SCHLATT et al, 1997).
O terminal amino (NH2) extracelular contém muitos locais de glicosilacéo,
responsaveis pelo reconhecimento do ligante (APPLEBURY & HARGRAVE,
1986), enquanto que no terminal carboxila (COOH) intracelular estdo presentes
varios locais de fosforilagdo vinculados a regulacdo da dessensibilizacdo e
internalizacdo do GCPR. Este terminal intracelular esta associado as
subunidades da proteina G (PIKETTY et al, 2006; ULLOA-AGUIRRE et al,
2007). Trés alcas intracelulares e trés algcas extracelulares estdo ligadas ao

dominio transmembrana (KARNIK & KHORANA, 1990).

Quando o receptor associa-se ao seu ligante, no terminal extracelular,
ocorrea ativacdo do mesmo através de modificacbes conformacionais, que
levam a ligacdo das alcas intracelulares e do terminal COOH com a proteina G
heterotrimérica, ativando-a. A despeito da diversidade entre os GPCR, este
primeiro estagio parece ser uniforme entre as diversas classes do receptor. A
ativacao do receptor catalisa a conversdo de GDP por GTP na subunidade Ga,
no momento que ocorre a dissociacdo da proteina G do receptor. Tal
conversdoaltera a afinidade das subunidades Ga-GTP e GBy, que quando
separadas, ampliam a resposta intracelular, cada qual ativando ou inibindo uma
variedade de moléculas efetoras, tais como enzimas, canais ibnicos, entre
outros (FORD et al.,, 1993; TACCHI, 2008; PEREZ E KARNIK, 2005;

JOHNSTON & SIDEROVSKI, 2007).
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1.6.1 RECEPTOR DE FSH (FSHR)

O receptor para FSH pertence a superfamilia de receptores acoplados a

proteina G (GPCR) (ULLOA-AGUIRRE et al, 2008).

A ligacdo do FSH ou agonista ao FSHR desencadeia a ativagdo rapida
de multiplas cascatas de sinalizagdo, principalmente a via de sinalizagdo
adenilil ciclase-AMPc- proteina quinase A (PKA), que desencadeiam diversos
efeitos bioldgicos de FSH nas gdnadas.Como em outros receptores acoplados
a proteina G, os véarios dominios do citoplasma do FSHR estdo envolvidos na

transducéo de sinal e resolucédo do sinal de FSH (ULLO-AGUIRRE et al, 2007).

O dominio extracelular € um terminal amino (NH2), responsavel pela
ligacdo ao hormoénio; e o dominio intracelular € um terminal carboxilico (COOH)
que faz o acoplamento com as subunidades da proteina G (ULLOA-AGUIRRE

et al, 2007), como ja descrito para outros GPCR.

A ligacdo do FSH com seu receptor é rapida, especifica e saturavel, foi
demonstrada que esta ligacdo também é temperatura dependente. (OONK E
GROOTEGOED, 1988, SIMONI et al, 1997). Em machos, os locais de ligacéo
para o FSH séo encontrados somente o epitélio seminifero, estando presentes

em diferentes espécies animais (GAYTAN et al, 1994).

Apés o isolamento deste receptor, verificaram-se dois tipos de
associacdo do FSH com seu receptor, uma com alta afinidade e baixa
capacidade, e outra com baixa afinidade e alta capacidade (SIMONI et al,

1997).
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E caracteristica destes receptores, sofrerem dessensibilizacéo apés uma
continua exposicdo ao FSH, sendo este efeito rapido, dose e tempo
dependentes. Este fendmeno €& conhecido como down regulation

(AMSTERDAM, 2002).

Ap6s a ligacdo com seu receptor, FSH estimula varias vias de
sinalizagao intracelulares através da dissociagdo da subunidade a das
subunidades By, sendo que cada subunidade pode deflagrar vias
independentes. Os mecanismos adjacentes ja demonstrados pela literatura

para este hormonio serdo discutidos posteriormente (JACOBUS et al, 2010).

1.6.2 RECEPTORES BETA-ADRENERGICOS (BAR)

Quando as catecolaminas se ligam aos seus receptores adrenérgicos,
que sao do tipo GPCR, interage mais especificamente a proteina G desses
receptores, a qual éconvertida de um estado inativo para um estado ativado
(SCHULTE & LEVY, 2007; TACCHI, 2008; ZHU et al, 2005).

A porcdo N-terminal do receptor, localizada extracelularmente, €
responsavel pelo reconhecimento do ligante, enquanto a por¢cado C-terminal é
responsavel pela transdugéo do sinal, que ativa a proteina G. Os GPCRs nédo
tem atividade catalitica, mas a interagdo do receptor com um agonista promove
a dissociacdo da proteina G, subunidades G-alfa e G-beta e G-gama.
Estas subunidades da proteina G, em seguida, amplificam e propagam sinais
dentro da célula, modulando a atividade de uma ou mais moléculas efetoras,

incluindo a adenilato ciclase, fosfatases e canais idnicos. A0 mesmo tempo, a
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atividade dessas moléculas efetoras regular a producdo de segundos
mensageiros, levando a respostas celulares que ativam diferentes vias de
sinalizacao.

Exemplos de segundos mensageiros sao adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), produzida por estimulacdo de receptores beta-adrenérgicos e inositol-
1-4-5-trifosfatase (IP3) e diacilglicerol (DAG).

Aproteina Gas, que € estimulante,é ativada como consequéncia da
ativacdo de receptores adrenérgicos, ao passo que apos a estimulacéo
daproteina Gai, que é inibitoria. Se faznecessario, comentar que os GPCRs
desenvolveram ao longo da evolugdo, um mecanismo altamente regulado por
sinais de paragem. O rapido declinio da sensibilidade (segundos ou
minutos),depende da fosforilagdo do receptor, que produz o desacoplamento
de receptores de transducdo de sinal, a proteina-G. A fosforilacdo pode ser
mediada por segundos mensageiros, como a proteina quinase A ou a proteina
quinase C, ou por uma familia especializada de receptores acoplados a
proteina quinase G (GRK) (SCHULTE & LEVY, 2007; SETCHELL, 1994;

TACCHI, 2008).

1.7 CANAIS IONICOS PRESENTES NA CELULA DE

SERTOLI

Estudos sobre a natureza e o papel dos canais i6nicos envolvidos na
regulacdo de ions presentes nas células de Sertoli SGo escassos e por vezes

inconclusivos; ndo obstante, diversos relatos demonstram que as células de
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Sertoli expressam varios tipos de canais transportadores de ions na superficie
de sua membrana plasmatica, incluindo transportadores para agua, as

chamadas aquaporinas (AQPs) (RATO et al, 2010).

1.7.1CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS AO ATP (K a1p)

Os canais de potassio sensiveis ao ATP (K'atp) Sdo canais de ligagdo
importantes na excitabilidade da membrana da célula, para seu estado celular
bioenergético.

A atividade elétrica sem modulacdo seria como um carro com uma
velocidade, sem direcdo e sem freios. Dessa forma, além dos canais que
exercem papel principal, também ha os que exercem funcdo menos crucial,
que fornecem as engrenagens essenciais, direcéo e freios.Estes incluem uma
familia deK”, os chamados canais retificadores internos ou canais retificadores
de corrente interna (Kir). Através da estabilizacdo do potencial de membrana
em repouso, 0s canais Kir agem como um freio sobre a excitabilidade da
membrana. O canalK*atp € membro dessa familia de canais (COLIN, 2006).

O canal K*atp modula a atividade elétrica em diversos tecidos. Em uma
complexa interacdo de mecanismos, 0 K'arp € inibido pela ligagdo n&o-
hidrolitica do ATP, mas ativado pela interagdo magnésio-nucleotideos (Mg?®*-
nucleotideos) em locais separados. O efeito inibitério domina, e o canal
permanece fechado, quando o potencial de fosforilacdo celular esta alto, mas
com a diminuicdo do metabolismo celular, o efeito excitatorio vence e o canal

abre. Dessa forma, o canal oferece um transdutor elétrico do estado metabdlico
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da célula. Porguanto, vale interrogar quanto a que mecanismos permitem a
regulacdo desse canal de transducdo. Muitas questbes ainda estdo por
resolver relativamente a este assunto, mas a clonagem de subunidades
constituintes de canais K'atp € a cristalizacdo de proteinas estruturais
relacionadas estdo fornecendo material para que se obtenha a compreensao
detalhada de como os nucleotideos interagem com ocanal K'atp € uma
explicacéo sobre a base molecular da atividade do canal(COLIN, 2006).

Assim, o0 canal de potassio sensivel ao ATP é assim chamado por
normalmente ser inibido pelo aumento da concentracdo de ATP intracelular e
aberto durante periodos de deplecéo de energia (BABENKO et al, 1998).

Os canais K*atp S0 compostos por subunidades formadoras de poros e
subunidades reguladoras (ZHOU et al, 2011).

Sao compostos pela combinacdo Unica de duas proteinas diferentes
(Fig. 1.5). Uma, Kir6, € um membro da familia canal Kir; a outra, SUR (para
receptor de sulfonilureia), € membro da familia de proteinas cassete ligadas ao
ATP, que inclui o canal CFTR (Cystic Fibrosis transmembrane conductance
regulator ou regulador da conduténciatransmembrana da Fibrose Cistica)
(COLIN, 2006).

A inibicdo do ATP resulta da interacdo com as subunidades Kir6
enquanto a ativac&o nucleotideos Mg®* reflete a interacédo com as subunidades
SUR (COLIN, 2006).

Em estudo no qual teve por objetivo investigar a expressao celular e a
localizacdo dessas subunidades nos testiculos de ratos, mostrou que o
testiculo de rato contem cinco subunidades compondo ocanal K'atp: Kir6.1,

Kir6.2, SUR1, SUR 2A, SUR 2B (ZHOU et al, 2011).
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SUR

Figura 5 — Estrutura do canal de K'arp com as subunidades SUR e Kir, Adaptado de Colin,

2006.

Canais de potassio foram identificados em diversos tecidos, inclusive
nas gbnadas masculinas, mais especificamente na membrana plasmatica da
célula de Sertoli (COLIN, 2006; VON LEDEBUR et al,2002).

Porquanto hajamdiferentes localizacdes das subunidades dos canais de
K'atp Nna membrana celular e na membrana de organelas de células
espermatogénicas e de Sertoli, indicam fungbes complexas e multiplas dos
canais de K*a7p nos testiculos de ratos (ZHOU et al, 2011).

Empregando a técnica de registro intracelular com microeletrodo
eusandode inibidores especificos para esses canais, demonstrou-se a acao de
dos hormoénios sexuais no potencial de membrana
de células de Sertoli de tubulos seminiferos oriundos de ratos Wistarimaturos
(LOSS et al, 2004; VON LEDEBUR et al. 2002; WASSERMANN & LOSS,
2004).

O canal de potéssio sensivel ao ATP € assim chamado por normalmente
ser inibido pelo aumento da concentragdo de ATP intracelular e aberto durante

periodos de deplecdo de energia (BABENKO et al, 1998).

39



Conforme Wassermann et | (2004) e Dunne e Petersen (1991), em
células enddcrinas, tais canais exercem papel de participacdo na sinalizacéo
de hormonios através de despolarizacdo da membrana e influxo de calcio.

Em células de Sertoli, a acdo rapida da testosteron a parece estar
associada ao fechamento desses canais e com resultante despolarizacdo da
membrana plasmatica (JACOBUS et al, 2005; LOSS et al, 2004; VON
LEDEBUR et al, 2002).

Assim como quando utilizados um agonista de receptores alfa e beta-
adrenérgicos, isoproterenol, ha abertura de tais canais e consequente
hiperpolarizagdo da membrana plasméatica da célula de Sertoli (JACOBUS et al,

2005).

1.7.2 ACAO DO FSH SOBRE OS CANAIS DE CALCIO
DEPENDENTES DE VOLTAGEM (CCDV) EM CELULAS DE

SERTOLI

Como foi descrito anteriormente, a célula de Sertoli é regulada
predominantemente pelo FSH atuando sobre seu receptorligado a proteina G
na superficie da membrana celular.

Por muito tempo acreditou-se que o aumento intracelular de AMPc era
sendo o Unico, o principal sistema de transducéo de sinal do FSH nas células
de Sertoli (MEANS et al, 1980;GORCZYNSKA-FJALLING, 2004).

Embora outros sinais de transducdo, incluindo calcio intracelular também

possam estar envolvidos.
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Os canais de calcio dependentes de voltagem (CCDV) pertencem a
superfamilia de canais ibnicos protéicos transmembrana, na qual estédo
incluidos os canais de potassio e sodio dependentes de voltagem (YU &
CATERALL, 2004). Os CCDV estdo presentes em diversos processos
fisiologicos e patoldgicos, em muitos tipos celulares. Estes canais sao
estruturas que medeiam o influxo de calcio em resposta a despolarizacdo da
membrana e regulam processos intracelulares como contracdo, secrecao,
neurotransmissao e expressao génica nas mais diferentes células (CATERALL
et al, 2005). A atividade dos CCDV ¢ essencial para acoplar sinalizacao elétrica

com eventos fisiolégicos celulares.

A principal subunidade dos CCDV é chamada de subunidade a1, e as
subunidades auxiliares sdo conhecidas como 3, a2, d e y (HOFFMANN et al,

1999).

A subunidade a1 & a maior delas, e nela estao incluidos os sensores de
voltagem, o poro de conducéo ibnica e o componente de portdo do canal. Além
dos locais de regulacdo do canal, por drogas e toxinas. As subunidades
auxiliares modulam as propriedades do complexo canal, gerando a diversidade
eletrofisiolégica e farmacolégica, em associagdo com a subunidade a1

(HOFMANN et al, 1999).

O FSH, que é o principal hormdnio tréfico para as células de Sertoli,
estimula um aumento imediato no calcio citosélico, do nivel basal de
aproximadamente 90nM- 100nM (valor encontrado na maioria das células

eucarioticas) a 190nM (GORCZYNSKA & HANDELSMAN, 1991).
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O aumento de calcio induzido por FSH, em células de Sertoli isoladas
frescas, € altamente especifico, como indicado pelo fracasso pelos outros
horménio hipofisarios,tais como o horménio do crescimento, prolactina,
horménio adrenocorticotrofico e gonadotrofina coridnica humana, em maodificar
a concentracéo de calcio citosolico em células de Sertoli.

Além disso, como demonstrado em estudos eletrofisiolégicos feitos por
Roche e Joffre (1988), o FSH induz a uma hiperpolarizacédo e, portanto, uma
alteracéo no limiar de ativacédo da célula e regula o complexo juncional entre as
células de Sertoli. Por sua vez, o complexo juncional dessas células é regulado
pelo calcio.

Em experimento realizado com células de Sertoli frescas isoladas, em
que realizou-se estimulacdo com FSH, houve aumento imediato de calcio
citosdlico, que é reproduzido pelo AMPc. A resposta do calcio citosdlico ao
FSH em células de Sertoli € mormente atribuivel a sinalizacdo que ocorre apos
a geracdo enddgena de AMPc (GORCZYNSKA-FJALLING, 2004).

Os mecanismos de atenuacdo de corrente permanecem obscuros, mas
podem implicar uma redugcéo da probabilidade de abertura e/ou fechamento
dos canais individuais. Acumulam-se consideraveis evidéncias de que
proteinas de canais dependentes de voltagem sao fosforiladas pelo sistema de
quinases dependente de AMPc, sugerindo que tal fosforilacdo pode regular a
funcdo da proteina de canal. Esses dados refletem uma resposta ao inicio
agudo da acdo do FSH. Todavia, a longo prazo, como demonstrado por Grasso
e Reichert, a exposicdo ao FSH induz um aumento de duas vezes na
concentragdo de célcio intracelular, nas células de Sertoli, conforme medida da

captacdo de calcio com exposicao de 24h ao horménio. Outros mecanismos
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que nado os associados a abertura imediata do canal podem ser induzidos por
FSH mais tardiamente, e, assim, requerendo exposicdo prolongada ao

horménio (GRASSO &REICHERT,1989).
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2. OBJETIVOS:

2.1 OBJETIVO GERAL

v Analisar o componente hiperpolarizante da resposta do FSH e do
isoproterenol sobre a membrana de células de Sertoli de testiculos de ratos
imaturos e observar a relacdo deste efeito com o controle da abertura dos

canais de K' atp.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Verificar o envolvimento da adenilato ciclase sobre a resposta
eletrofisiolégica do FSH e do isoproterenol sobre a captacéo de **Ca*";

v Avaliar o efeito de agonistas e antagonistas das subunidades Gs
e Gi na acdo do FSH sobre o potencial de membrana e sobre a captacao de
45C82+.

v Relacionar o componente hiperpolarizante da agdo do FSH com a
acgao do agonista B-adrenérgico, isoproterenol,

v Verificar o envolvimento dos canais de K'atp na resposta
eletrofisiol6gica ao isoproterenol e ao FSH com a utilizacdo de bloqueadores e
agonistas especificos para este canal.

v Verificar se a acdo eletrofisiolégica do isoproterenol sobre a

captacéo de **Ca*" envolve a via de sinalizacdo da proteina Gi.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos imaturos com idade entre 10-15
dias de idade, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude - UFRGS. Os ratos ficavam com as maes até o momento do
experimento. As maes eram mantidas em gaiolas individuais onde recebiam
racado Purina, Nutripal (Porto Alegre -RS) e agua “ad libitum”, com iluminacao
controlada em ciclos de 12 horas e a temperatura controlada a

aproximadamente 24°C.

Sobre o célculo amostral, para a técnica eletrofisiologica de registro
intracelular foram utilizados mensalmente um total de 12 animais (3 por
semana), divididos conforme os diferentes tratamentos, para a obtencéo de um
n=5 animais por grupo. Para a técnica de captacdo de *>Ca*" utilizou-se ratos
de 10 a 12 dias de idade, foram realizados experimentos com 5 animais por
experimento. Tais valores foram obtidos através do programa Epi Info versao
3.2.2, considerando um intervalo de confianca de 95% (p<0,05), pode da

amostra de 80%).

Esta dissertacdo € parte do projeto “Diversidade das vias de sinalizacédo
do FSH e da Testosterona em células de Sertoli”, o qual obteve aprovacéo no
Comité de Etica da UFRGS sob o nimero 2007861. Os ratos foram mortospor
deslocamento cervical. Os testiculos foram imediatamente removidos do animal

por incisdo abdominal, limpos e decapsulados.
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3.2 TAMPAO KREBS RINGER BICARBONATO (KRB)

Foi utilizada uma solucdo tampéao Krebs-Ringer bicarbonato (KRb) como

meio de incubacédo, em todos os experimentos, preparado imediatamente antes

da realizacdo dos experimentos. Todos 0s reagentes eram de pureza ‘pro-

analise’ (P.A) da E. Merck (Darmstadt, Alemanha). O preparo da solucao foi

feito a partir de solugcbes estoques conforme tabela 3.1.

TABELAL:Composicao salina e concentracdes presentes nas solucdes estoque

de KRb e na solugéo final.

Concentracao Final na

Concentracao das
. Solucdo KRb (mM)

Solugdes Estoque

(g/L) (M)
NacCl 180,00 3,08 146
CLORETO DE SODIO
KCI 9,20 0,123 4,7
CLORETO DE POTASSIO
KH,PO4FOSFATO  DE (4,22 0,031 1,2
POTASSIO MONOBASICO
NaHCO; 54,60 0,65 25

BICARBONATO DE SODIO
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MgS0O4.7H,0 7,64 0,031 1,2

SULFATO DE MAGNESIO

CaCl;,.2H,0 9,60 0,065 2,5

CLORETO DE CALCIO

CsH1206 25,00 0,14 5,5

Glicose

Para o preparo do KRb, foram adicionados volumes iguais de cada
solucdo estoque, acrescentando-se por ultimo o sulfato de magnésio e o
cloreto de célcio, nesta ordem. A solucdo era entdo completada até seu volume
final com agua destilada, para obterem-se as concentracdes finais descritas na
tabela 3.1. A solucdo era gaseificada com carbogénio (0,:CO,, 95:5, v/v), até
que se atingisse o pH de 7,4, monitorado em pHmetro. A solucdo assim obtida

era mantida em gelo durante a preparacao do experimento.

3.3 SUBSTANCIAS UTILIZADAS:

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

fungéo da data de fabricagao.
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b) Liquido de Cintilag&o: Optiphase Hisafe Il (Wallac, Finlandia). Foi

utilizado para a contagem da radioatividade das amostras.

c) Hormoénio Foliculo Estimulante (FSH): (FSH Porcini- Sigma-Aldrich,
Inc-USA): FSGH retirado de hipdfise ovina. Contendo 50 unidades por vial,
mensurados através de ensaio Steelman-Pohley tendo como referéncia padrao
NIH-FSH-S1 (ovine sigma). O FSH foi utilizado em uma concentracdo de
AmU/mL para cada tubo dos experimentos de captacdo de **Ca*" e transporte
de [**C]-MeAIB, e para os experimentos de eletrofisiologia foi calculado para ter
uma concentracdo final de 4mU/aplicacdo. O FSH foi pesado em balanca
analitica e diluido em solucédo de Krebs-Ringer bicarbonato até a concentracéao

desejada.

d) Isoproterenol (ISO, Sigma- USA): Catecolamina sintética/ agonista
beta-adrenérgico que atua tanto em receptores beta-adrenérgico-1 (B-1) como

betaadrenérgico-2 (B-2).

ISO foi pesado em balanca analitica e diluido em solucdo de Krebs-

Ringer bicarbonato até a concentracdo desejada.

e) Toxina Pertussis de Bordetella pertussis (Pertussis Toxin, PTX,
Sigma-Aldrich, Inc-USA). A toxina pertussis foi diluida com 500uL de agua
estéril, em capela de fluxo laminar. Desta solugdo-mae, aliquotas foram
retiradas, as quais foram diluidas em solucdo de Krebs Ringer, para 0s

experimentos. Foram utilizadas concentra¢des de 1ug/mL e 250ng/mL.

f) Toxina Colérica (Cholera Toxin, Sigma-Aldrich): ativador da proteina
Gs (subnunidade estimulatéria da proteina G).A toxina colérica (100 pg) foi
diluida em 1000uL de agua destilada. Aliguotas de 1uL foram retiradas da
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solucéo inicial para, posteriormente, realizar diluicio em solucdo de Krebs
Ringer (100 pL). Utilizou-se a concentracdo de 10 ng/mL para as aplicacdes

topicas realizadas em experimentos.

g) Tolbutamida (Tolbutamide, RBI): sulfoniluréia com acdo bloqueadora
do canal de K+ATP. Esta substancia foi pesada em balanca analitica e diluida

em solucdo de Krebs-Ringer bicarbonato até a concentracdo desejada.

h) Glibenclamida(RBI): sulfoniluréia com acao bloqueadora do canal de
K+ATP. Esta sulfonilureia foi pesada em balanca analitica e diluida em solucao

de Krebs-Ringer bicarbonato até a concentracao desejada.

i) Diazoxida (RBI): sulfoniluréia com agdo agonista sobre o canal de
K+ATP. Foi pesada em balanca analitica e diluida em Dimetilsulféxido (DMSO)

até a concentracao desejada.

j) Testosterona (Sigma- USA): horménio esteréide com acao
androégena. Foi pesado em balanca analitica e diluido em Krb produzindo uma
solugéo com 1puM de concentracao final no experimento. Utilizou-se etanol para
diluicdo numa dose que nao produz efeito no resultado para a solugdo-méae.

Ent&o, retirou-se aliquotas as quais foram diluidas em Krb.

) SQ 22,536(9-(Tetrahidro-2-furanil)-9H-purin-6-amina, Sigma-Aldrich,
Inc-USA). Inibidor de Adenilil ciclase. PM: 205.22. SQ 22536 foi pesado em
balanca analitica em diluido em Krb produzindo uma solucdo com 100uM de

concentracao final no experimento.
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3.4 ELETROFISIOLOGIA

3.4.1 PREPARACAO DOS TUBULOS SEMINIFEROS

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

6).

FIGURA 6: Camara de perfusao com tibulos seminiferos fixados ao fundo.
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A IMMATURE SEMINIFEROUS TUBULES

MICROELECTRODE

MP= -4410.5mV

MR=9.3%0.7MO

JUNCTIONS —

- =
T 2
B T 10s

Figura 7: (A) Representacdo esquemdtica da técnica eletrofisioldgica em tabulos seminiferos
com a média dos valores basais de potencial de membrana (MP) e resisténcia da membrana
(MR). (B) Representacao de um registro de controle de uma célula de Sertoli com potencial de
membrana de -47 mV. Os tracos verticais correspondem a resisténcia da membrana pela

aplicacdo de pulsos de 0,5nA.

Todo o KRb utilizado nos experimentos de eletrofisiologia foi glicosado e
filtrado em papel filtro antes da sua utilizacdo. A preparacao foi entdo levada ao
microscépio invertido (Nikon- Inverted Microscope Diaphot — TMD) e conectada
ao sistema de perfusdo do KRb. O KRb foi mantido num banho a 38°C e
chegava na camara de perfusdo em 36°C. O pH foi mantido em 7.4 com
carbogénio (0,:CO; (95:5; v/v)durante todo o experimento. O fluxo foi mantido
a 1 mL/min com auxilio de uma bomba peristéltica (Rainin Instrument Co. Inc. —
Dynamax, modelo RP-1). A preparacéo ficava 30 minutos estabilizando-se
antes do inicio dos registros. Apds este periodo, uma célula de Sertoli era

empalada com uma microeletrodo de vidro, sob controle visual.

51



3.4.2 PREPARACAO DO MICROELETRODO

Para o registro intracelular foram utilizados microeletrodos, feitos a partir
de uma micropipeta de vidro de borosilicato (World Precision Instruments, Inc.,
USA) com diametro externo de 1,2mm, com filamento interno, que facilita seu
posterior preenchimento. As pontas das micropipetas foram estiradas para
possibilitar o empalamento, num estirador de pipetas vertical (David Kopf
Instruments, Tujunga, Califérnia - Vertical Pipette Puller — modelo 700C). A
intensidade do calor e a forca do estiramento foram reguladas
independentemente, até serem alcancados os parametros ideais para viabilizar
o empalamento das células de Sertoli. A resisténcia ideal do microeletrodo para
o empalamento de células de Sertoli € de 15 a 25 megaohms (MQ) (Von
Lebeduret al., 2002). A fim de obterem-se resultados reprodutiveis na
confeccdo dos microeletrodos, as correntes de ar eram excluidas e a

temperatura ambiente era mantida estavel em 21 - 22°C.

Uma vez confeccionados, os microeletrodos foram preenchidos com
solucédo KCI 3M e conectados a um “holder” (eletrodo de prata) acoplado a um
dispositivo ligado ao eletrémetro, que também foi preenchido com a mesma
solucédo de KCI 3M,e fazendo contato elétrico com o eletrodo. O KCI utilizado
era filtrado em papel filtro diariamente. O conjunto era entdo conectado ao
eletrbmetro. A movimentacdo mecéanica do eletrodo para aproximacdo das
células e empalamento era feita por um micromanipulador mecéanico Kite-R
(World Precision Instruments, Inc., USA) capaz de movimentos macros e

micros nos trés eixos.

52



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

enxaguado com agua destilada.

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

desta forma qualquer interferéncia no registro.

3.4.3 EQUIPAMENTO E PROCEDIMENTO ELETROFISIOLOGICO

Os dois eletrodos, de registro e de referéncia, eram conectados a um
pré-amplificador de alta impedancia, Eletrébmetro Intra 767 (World Precision
Instruments, Inc., USA), e o sinal era monitorado neste aparelho e em um

osciloscopio (Tektronix, 2 Channel Digital Oscilloscope TDS 210). Os tracados
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observados no osciloscopio eram adquiridos e armazenados em computador
através de uma placa e um programa de interface (Wavestar Lite Version

1.0.10)

Além dos elementos de interesse biologico, o sistema de registro
eletrofisiolégico possui resisténcia e capacitancia proprias. Esses elementos
conferem “ruido” ao sistema e devem ser neutralizados antes do inicio do
experimento através de dispositivos no eletrdmetro. Desta forma, quando
ambos os eletrodos estavam em liquido extracelular, ajustava-se a leitura
proxima a zero no eletrbmetro e no osciloscopio, nenhuma diferenca de
potencial era registrada. No momento em que o eletrodo de registro penetrava
uma célula, um salto abrupto na direcdo negativa era visualizado no
eletrdmetro e no oscilosépio, e registrado no computador. A intensidade desta

queda fornece o potencial de membrana da célula empalada.

Ao mesmo tempo em que se media o0 potencial de repouso da
membrana, o eletrbmetro passava pulsos de corrente de 0,5 nA na célula
(Figura 7A). Esta corrente era originada em um estimulador capaz de gerar
pulsos retangulares de corrente continua, (S48 Stimulator - Grass Instrument
Divion, W. Warwick, RI, USA). Este estimulador regulava a frequéncia (0,5Hz) e
a duracédo (250ms) desses pulsos. O dispositivo acoplado ao eletrébmetro, que
faz a interface com o “holder”, apresenta uma resisténcia de 20x10° ohms, que

reduz a corrente destes pulsos que chega as células em niveis compativeis.

Quando uma célula era empalada, aguardava-se a estabilizacdo de seu
potencial de membrana e de sua resisténcia de membrana até que
permanecessem estaveis, por no minimo 2 minutos, e s6 entdo os agentes a
serem investigados eram aplicados. O potencial de repouso foi considerado
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como controle, nestes experimentos. Para evitar trabalhar com células
germinativas, utilizou-se apenas células cujos potenciais de membrana eram
mais negativos que —35mV, ja que esse potencial de membrana é comumente
registrado em células de Sertoli de tubulos seminiferos normais (Eusebi et al.,
1983), e em tubulos seminiferos enriquecidos com células de Sertoli (SCE),
através de irradiacdo in Utero durante a gestacdo. Procedimento adotado para
eliminar as células germinativas do tecido, restando apenas células de Sertoli

(Wasserman et al.,1992).

O FSH foi aplicado topicamente no banho com pipeta automatica, apds a
estabilizacdo do potencial de membrana por aproximadamente 2 minutos ou
associado ao tratamento com outras drogas. Solugdes de acdo bloqueadora
sobre os canais sensiveis ao ATP, como a sulfonilureia tolbutamida, as quais
foram perfundidas nas células por 3 minutos antes da aplicacdo tépica do
horménio. Um inibidor da enzima adenilato ciclase foi perfundido anteriormente
a aplicacdo do FSH. O isoproterenol foi aplicado topicamente no banho com
pipeta automatica, apds a estabilizacdo do potencial de membrana por
aproximadamente 2 minutos ou associado ao tratamento com outras drogas.
SolugBes de acdo bloqueadora sobre os canais sensiveis ao ATP, entre elas as
sulfonilureias tolbutamida e glibenclamida, a testosterona, foram perfundidas
nas células por 3 minutos antes da aplicacdo tépica do horménio. Também
utilizou-se uma substancia bloqueadora da proteina Gi, a toxina pertussis
(PTX), experimento no qual os testiculos foram pré-incubados por 1 hora antes
do estiramento dos tubulos e procedimento eletrofisiolégico, com aplicacdo

topica do FSH. Fez-se uso, ainda de um agonista da subunidade Gs da
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proteina G, a toxina colérica, nas técnicas de captacdo de “*°Ca ** e

eletrofisiologica.

3.4.4 CALCULO DA INTENSIDADE DO PULSO APLICADO

Para aplicar pulsos de corrente de 0,5nA, utilizou-se a lei de Ohm, como
segue, para calcular a voltagem a ser aplicada pelo estimulador. Essa voltagem

passava antes pelo eletrdmetro, cuja resisténcia era de 20x10°Q.
corrente (A- ampere)
V = voltagem (V- volts)

R= resisténcia (Q2- ohms)

LEI DE OHM:

I= V/IR= V=1xR

V = (0,5x107 A) x (20x10°Q)
V=10x107V

V=10mV

Assim, o estimulador era regulado para aplicar uma voltagem de 10mV,

que resultava numa corrente de 0,5nA na ponta do eletrodo de vidro.
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3.4.5 CALCULO DA RESISTENCIA DA MEMBRANA

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

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

I=VIR = R=VI/I

Resisténcia da membrana = Voltagem registrada no osciloscoépio /
pulso de Corrente aplicado.

A voltagem registrada no osciloscopio relacionado ao valor de
resisténcia corresponde ao tracado vertical, obtido no registro do potencial de
membrana da célula, em decorréncia do pulso de corrente aplicado. O pulso de

corrente aplicado era de 0,5nA.

3.5 EXPERIMENTOS DE CAPTACAO DE “*Ca®*

Os testiculos foram limpos, pesados e decapsulados. As gbnadas foram
colocadas em tubos controle e experimental, alternadamente esquerda e

direita, contendo 1mL de KRb (Krebs Ringer bicarbonato) resultando em um
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namero de 5 testiculos para cada grupo experimental. As gbnadas foram
incubadas em um incubador metabdlico Dubnoff, em temperatura de 34°C em
ambiente gaseificado com carbogénio (O,:CO,, 95:5, v/v), para a manutencéo
do pH. O periodo de pré-incubacéo era de 60 minutos em 800uL de KRb com
“>Ca®" (4,44 KBq/20ng ou 0,2uCi) para alcancar o equilibrio intra e extracelular
de *°Ca*.

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

razdo pmoles “*Ca*/ g de tecido.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos de registro intracelular os tratamentos eram repetidos
pelo menos 5 vezes. O potencial de repouso era considerado como controle,
sendo que a andlise era pareada, neste caso. O nimero de amostras por grupo
experimental era de no minimo 5 nos experimentos de captacdo de **Ca*,
calculo amostral realizado com software winpepi versao 9, utilizando um poder
amostral de 80% e um intervalo de confianca de 95%. Para a analise estatistica
foram utilizados o Teste-t de Student para comparacao entre dois grupos ou
ANOVA de uma ou duas vias, conforme o experimento, seguido do pés-teste
de Bonferroni. Foi utilizado o programa InStat, versao 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. Os
resultados foram apresentados como média e desvio padrdao. As diferencas

foram consideradas significativas quando p<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 ENVOLVIMENTO DA ADENILATO CICLASE NA CAPTACAO DE
CALCIO (*Ca®) E NA ACAO ELETROFISIOLOGICA DO FSH SOBRE A

CELULA DE SERTOLI DE RATOS WISTAR IMATUROS

O SQ 22536 (100uM), um inibidor da enzima adenilato ciclase quando
perfundido, bloqueou a fase de hiperpolarizacdo causada pelo FSH nas células

de Sertoli de ratos imaturos.

—e— FSH (4mU/ml)
—o— 85Q22536 (100pM) + FSH (4mU/ml)
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Figura 8: (A) Efeito de SQ22536 sobre a acéo eletrofisiolégica do FSH nas células de Sertoli de

ratos imaturos. (B) Registro eletrofisiologico do efeito de SQ22536 sobre a acéo eletrofisioldgica do

FSH nas células de Sertoli de ratos imaturos. (n=6) (*p<0,05 se comparado com FSH).
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4.2 ENVOLVIMENTO DA PROTEINA G NA ACAO DO FSH E NO
POTENCIAL DE MEMBRANA E NA CAPTAGCAO DE “Ca** PELAS

CELULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS

A toxina colérica, que estimula proteina Gs, ndo estimulou a captacdo de
“>Ca®" nas células de Sertoli de ratos imaturos. Este dado nos permite inferir
que a captacéo de *°Ca** observada nas células de Sertoli ndo ocorre através

da via de estimulag&o da proteina Gs (Figura9).

1,00 - -
[ IControle

Toxina colérica (1ng/mL)
0,75 A

45 2+
Ca

0,50 |

0,25 |

0,00

Captacao de

FIGURA9: Acdo da toxina colérica (1ng/mL) com 2 minutos de incubacao

sobre a captacdo de “>Ca”" nas células de Sertoli de ratos imaturos (n=5).

43 EFEITO DE SULFONILUREIAS SOBRE A RESPOSTA
ELETROFISIOLOGICA DO ISOPROTERENOL E DO FSH NAS CELULAS DE

SERTOLI DE RATOS WISTAR IMATUROS

O isoproterenol (2uM), agonista beta-adrenérgico, produz uma
hiperpolarizacdo sobre o potencial de membrana da célula de Sertoli

(FiguralOA e 10B).
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Figura 10: (A) Perfil da acdo de isoproterenol (2uM) no potencial de
membrana das células de Sertoli (n=5; *p<0,05 quando comparado com

basal). (B) Célula tipica de -40 mV, com aplicacdo tdpica de isoproterenol

(2uM).

A tolbutamida (10puM), uma sulfonilureia de acdo bloqueadora sobre o
canal de K'atp, quando aplicada topicamente, impediu a hiperpolarizacdo
caracteristica causada pelo isoproterenol (2uM), causando despolarizacdo do

potencial de membrana.(Figura 11A e 11B).

A perfusdo com tolbutamida (10 uM) foi mais eficaz no bloqueio da
resposta beta-adrenérgica do isoproterenol (2uM), causando despolarizagao do

potencial de membrana da célula de Sertoli (Figura 12A e 12B).
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—o— |soproterenol (21M)
—e— Tolbutamida (10uM)(tdpica) + Isoproterenol (2uM)

+ o]
TR T S

FIGURALL: (A) Efeito da aplicacdo topica de tolbutamida (10uM) sobre a
acao do isoproterenol (2uM) no potencial de membrana das células de Sertoli
(n=6; *p<0,05 se comparado com isoproterenol). (B) Célula de -45 mV, com

aplicacéo topica de tolbutamida (10uM) e isoproterenol (2uM).
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FIGURA12: (A)Efeito da perfusdo de tolbutamida (10pM) sobre a acéo do

isoproterenol (2uM) no potencial de membrana das células de Sertoli (n=9;
*p<0,05 se comparado com isoproterenol) (B) Célula de -42 mV, com

perfusdo de tolbutamida (10uM) e aplicacao tépica de isoproterenol (2uM).

A aplicacdo topica de glibenclamida (10puM), a qual também é uma
sulfonilureia de efeito inibidor sobre o canal de K'arp, bloqueou a acédo do
isoproterenol (2uM), causando despolarizagdo, demonstrando que a agao

hiperpolarizante do isoproterenol estad relacionada com a abertura desses

canais (Figura 13A e 13B).
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FIGURA13.(A) Efeito da aplicacdo topica da glibenclamida (10uM) sobre a

acdo do isoproterenol (2uM) nas células de Sertoli de ratos imaturos(B)
Registro eletrofisiolégico da aplicacdo tdpica da glibenclamida (10uM) sobre
a acao do isoproterenol (2uM) nas células de Sertoli de ratos imaturos(n=9)

(*p<0,05 se comparado com isoproterenol).

A tolbutamida (10uM), quando aplicada topicamente, impediu a fase de

hiperpolarizacdo caracteristica causada pelo FSH (4mU/mL), causando

despolarizacdo do potencial de membrana das células de Sertoli de ratos

imaturos (Figura 14).
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Figura 14: Efeito da aplicagdo topica da tolbutamida (10uM) sobre a acao do

FSH (4mU/mL) nas células de Sertoli de ratos imaturos (n=5; **p<0,01).

4.4 ACAO DE PTX SOBRE O EFEITO ELETROFISIOLOGICO DO

ISOPROTERENOL SOBRE A CAPTACAO DE “°Ca?*

A toxina pertussis (PTX) quandofoi aplicada topicamente e anteriormente
a aplicacdo de isoproterenol ndo impediu a hiperpolarizacdo caracteristica
causada por isoproterenol. Este dado confirma que a acao hiperpolarizante de
isoproterenol independe de proteina Gi e que isoproterenol age através da via

Gs-AC-AMPc-PKA (Figura 15A e 15B).
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Figura 15: (A) Efeito da PTX (1pg/mL) sobre a acao eletrofisiologica do isoproterenol
(2uM) nas células de Sertoli de ratos imaturos. (B) Registro eletrofisiolégico da PTX
(1ng/mL) sobre a acao eletrofisiolégica do isoproterenol (2uM) nas células de Sertoli de

ratos imaturos (n=10).

Além disso, PTX ndo impediu a captacdo de **Ca*" estimulada pelo
isoproterenol. Como a captacdo de “°Ca®* ndo bloqueou a acdo do
isoproterenol, podemos inferir que este - adrenérgico ndo atua via proteina

Gas (Figura 16).
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FIGURA 16: Efeito da PTX (1ug/mL) sobre a acdo de isoproterenol(2uM) nas células

de Sertoli de ratos imaturos (n=5; *p<0,05).
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5 DISCUSSAO DE RESULTADOS

FSH e testosterona sdo horménios necessarios para a ocorréncia do
potencial reprodutivo completo (WALKER & CHENG, 2005). FSH e a
testosterona exercem diferentes efeitos reguladores no epitélio seminifero;
atuam através de mudltiplas e complexas vias de sinalizagdo para orientar o
desenvolvimento das células germinativas até estas se tornarem

espermatozoides maduros (LOSS et al, 2007).

No presente estudo buscou-se compreender melhor a acéo
eletrofisiolégica do FSH e a via de sinalizacdo do FSH na célula de Sertoli de

ratos Wistar na fase pré-pubere.

Recentes avancos na identificacdo de novas vias de sinalizacdo que sao
reguladas por FSH e testosterona tem permitido o refinamento da
compreensao das acbes independentes, sobrepostas e sinérgicas desses

hormonios (WALKER & CHENG, 2005).

Resultados encontrados pelo nosso laboratério indicam que ha vias
rapidas em células de Sertoli de ratos imaturos as quais sédo reguladas por FSH
e testosterona.

O FSH produz efeitos rapidos e nado-rapidos na membrana das células
de Sertoli. Dentre os efeitosrdpidos do FSH estdo a despolarizacdo do
potencial de membrana e o estimulo sobre a captacdo de Ca’" através de
canais de Ca?* dependentes de voltagem (CCDV) tipo L, em células de Sertoli

de ratos imaturos; ambos ocorrem num periodo de segundos a minutos

69



(GRASSO & REICHERT,1989; GORCZYNSKA & HANDELSMAN,

1991;JACOBUS et al, 2010).

Nas células de Sertoli, 0 FSH conduz a um aumento nas concentracoes
intracelulares de Ca** através de um processo cinético bifasico (GRASSO &
REICHERT, 1990). A primeira fase, muito rapida (segundos) também é
chamada de “fase de impulso”; associada com uma corrente através dos
canais de Ca®" dependentes de voltagem tipo L (WASSERMANN et al,
1992a;WASSERMANN et al, 1992b) . A segunda fase é mais lenta (minutos a
horas), denominada “fase sustentada”, compreende a mobilizacdo de Ca?'
intracelular via AMPc (GRASSO & REICHERT, 1990; SILVA et al, 1994,

GORKZYNSKA et al, 1994).

Em estudos prévios, utilizando técnica de registro intracelular em células
de Sertoli observou-se que a acao eletrofisiolégica caracteristica do
FSH(4mU/mI) provoca uma rapida hiperpolarizacdo (menos de 5 segundos),
seguida de uma despolarizacdo prolongada (até 6 minutos) (Figura 17)

(WASSERMANN et al 1992b; JACOBUS et al, 2010).
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FIGURA 17: Perfil da acdo do FSH sobre o potencial de membrana das
células de Sertoli (n= 10) (*p<0,05 (n=5) (*p<0,05) (JACOBUS et al,
2007).
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A fase despolarizante da acdo do FSH sobre o potencial de membrana
das células de Sertoli de tubulos seminiferos de ratos imaturos, parece estar
relacionada com a entrada rapida de **Ca** nessas células estimulada pelo

horménio (LOSS et al, 2007; JACOBUS et al, 2010).

Em conformidade com o resultado supracitado, o0 aumento da captagao
de “*Ca #'produzido por FSH nas células de Sertoli, foi bloqueado por
verapamil, um bloqueador de canal de Ca®** dependente de voltagem tipo L
(Figura 17) (WASSERMANN et al, 1992b; JACOBUS et al, 2005; JACOBUS et
al, 2010). Esse dado confirma que o influxo de célcio estimulado por FSH nas

células de Sertoli, ocorre pelo canal de Ca** dependente de voltagem tipo L.

Experimentos com células de Sertoli relatam que o aumento de Ca**
nessas células pode ocorrer de forma dependente ou independente de AMPc

(ULLO-AGUIRRE et al, 2007).

O aumento do influxo de Ca?®" nas células de Sertoli, desencadeado em
resposta a acdo de FSH, também foi relatado por Brucatto, Bocquet e Villers
(2002).Mostrado ainda, nos experimentos realizados por Grasso & Reichert

(1989), Gorczynska & Handelsman (1991).

Ja estd bem estabelecido que o FSH, ao se ligar ao seu receptor FSH-R,
produz a ativagdo da enzima adenilato ciclase para, posteriormente produzir o
aumento do AMPc em células de Sertoli (MEANS et al, 1980; BRUCATTO et al,
2002). Estudo realizado por Brucatto e pesquisadores (2002), em células de
Sertoli de ratos imaturos, relata que a transducdo desencadeada por FSH
envolve tanto aumento como sintese de AMPc intracelular, além de promover

influxo de célcio.
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Utilizando a forscolina, um ativador da enzima adenilato ciclase, foi
observado um efeito hiperpolarizante no potencial de membrana das células de
Sertoli. Esta hiperpolarizacdo € de maior intensidade e mais prolongada se
comparada com o efeito do FSH (Figura 18)(JACOBUS et al, 2005; JACOBUS

et al, 2010).

A forscolina, na dose de 100nM n&o provocou alteracdo sobre a
captacéo de *°Ca?*. Dessa forma, verificou-se que a acado estimulatéria do FSH
sobre a captacdo de “°Ca*" independe do envolvimento da adenilato ciclase

(Figura 18).
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FIGURA 18: Efeito da forscolina (100nM) sobre o potencial de membrana das células de Sertoli

(n=10, *p<0,05) (JACOBUS et al, 2010).

Ademais, estudos feitos com forscolina tornaram clara a no¢ao de que a
acao despolarizante do FSH ¢é independente da via de sinalizacdo dependente
de AMPc, uma vez que a forscolina ndo estimulou a captacdo de Ca®'

(SHARMA et al, 1994).

Com relacdo acaptacdo de Ca?', via canal de Ca®" dependente de
voltagem tipo L, autores afirmam que essa ocorre através da acdo do GPCR
via PI3Ky e ndo via AMPc (MACREZ et al, 2001, QUIGNARD et al, 2001). Além

disso, autores relatam que, na forma independente de AMPc, diferentes
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proteinas G ou subunidades By podem estar envolvidos (NAKASHIMA &

VANHOUTTE, 1995).

Deste modo, o FSH age estimulando a subunidade GBy da proteina G
do receptor FSHR, que desencadeia a ativagao da enzima PI3Ky, que fosforila
PIP2 a PIP3, via de sinalizacdo esta que potencializa a abertura de canais de
Ca2+ do tipo L, aumentando a entrada de Ca**, via proteina Gi (GBy). Afase de
despolarizacdo causada por FSH nas células de Sertoli, portanto, esta
relacionada com a entrada de Ca*" para o compartimento intracelular dessas

células, mediada pela ativagédo da proteina Gi (JACOBUS et al, 2010).

Objetivando avaliar o efeito de PTX na fase despolarizante da acao
eletrofisiologica estimulatéria de FSH em células de Sertoli de ratos com idade
entre 10 e 14 dias, utilizou-se, em nosso trabalho, a técnica de captacédo de
“5Ca?®". Realizou-se pré-incubacéo de testiculos de ratos imaturos com PTX,
por um periodo de 60 minutos. Observou-se que a PTX bloqueou o efeito
estimulatério do FSH sobre o aumento da captacdo de “*Ca** (Figura 19),
evidenciando que a fase despolarizante da acdo do FSH é mediada pela
ativacdo da subunidade Gi do FSHR e que as fases de hiperpolarizacdo e
despolarizacdo causadas pela acdo de FSH nas células de Sertoli séo

decorrentes da ativacdo de diferentes efetores intracelulares.

Para alguns autores, 0s papéis das proteinas Gs e Gi na transducao de
sinal de FSH nas células de Sertoli ndo estdo bem definidos (GORKZYNSKA et

al, 1994).
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FIGURA 19: Efeito de PTX (1pg/mL) sobre a acdo do FSH (4mU/mL) no potencial de
membrana das células de Sertoli. Pré-incubacéo de 3 horas antes da aplicacdo topica do FSH
(n=9, **p<0,001 se comparado com FSH+PTX) (n=8; *p<0,05) (JACOBUS et al, 2010).

Em conformidade com nossos resultados, estudiosos observaram que o
aumento rapido (60-240 segundos) de Ca** produzido por FSH nas células de
Sertoli de ratos imaturos foi significativamente bloqueado pela pré-incubacgéo
das células com PTX (1mg/L) por um periodo de 90 min. Tais autores
argumentam que esse resultado indica que o FSH também pode estar ligado a

Gi (GORKZYNSKA et al, 1994).

Ademais, Jacobus e colaboradores (2010) e LOSS et al (2011), notaram
que as acdes rapidas do FSH, que ocorrem de segundos a minutos, incluindo
despolarizacdo da membrana, estimulacdo da entrada de **Ca** e transporte
de aminodcidos dependente de célcio foram suprimidas por PTX e,
concordando, portanto, com os achados do presente trabalho de que tais

efeitos estariam sendo mediados pela subunidade Gi do FSHR.

No entanto, o componente hiperpolarizante da acdo do FSH sobre as
células de Sertoli de ratos imaturos ainda permanece a ser investigado, esta
associado a via Gs (LOSS et al, 2007; JACOBUS et al, 2010; LOSS et al,
2011).

A hiperpolarizacdo causada pelo FSH pode estar relacionada com a

ativacdo da adenilil ciclase levando a conversdo de ATP em AMPc, atraves da
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ligacdo a via Gs acoplada ao receptor de FSH. Este efeito foi descrito para
receptores adrenérgicos, onde a reducao de [ATP]i causa uma diminuicdo de
sua agao sobre a inibicdo dos canais de K*atp, aumentando a probabilidade de
abertura deste canal, o que causa um efluxo de K', e consequente
hiperpolarizacdo do potencial de membrana (NAKASHIMA &VANHOUTTE,

1995).

A fase de hiperpolarizacdo do FSH, nas células de Sertoli, foi bloqueada
por tolbutamida (inibidor de canal K'atp) (Figura 14), indicando que a

hiperpolarizagédo possui envolvimento com os canais de K atp .

Ao avaliar a fase hiperpolarizante da acdo do FSH, utilizou-se o
SQ22536 (100uM), um inibidor da enzima adenilato ciclase. Quando aplicado
topicamente, SQ22536 (100uM) bloqueou de forma significativa a fase de
hiperpolarizacdo causada pelo FSH nas células de Sertoli de ratos imaturos
(Figura 8A e 8B).Este resultado corrobora com a ideia de que a fase de
hiperpolarizacdo causada pelo FSH é dependente da participacdo da adenilato

ciclase na via Gs-AC-AMPc-PKA.

Como mencionado anteriormente, as gonadas masculinas estdo sob
controle de uma inervacao adrenérgica e as catecolaminas estao presentes em
concentragfes relativamente altas nos testiculos; suficientes para ativar seus
receptores nos diversos tipos celulares presentes no intersticio e nos tubulos

seminiferos (MAYERHOFER, 1999).

Foram examinados os efeitos diretos do agonista beta-adrenérgico
isoproterenol e das catecolaminas noradrenalina e adrenalina sobre a producéo

testicular de testosterona, em hamsters com regressao gonadal induzida. Seus
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resultados sugerem que as catecolaminas podem estar envolvidas na

regulacdo dos receptores adrenérgicos nos testiculos.

Buscando estudar o componente hiperpolarizante da acgao
eletrofisiolégica do FSH, fez-se uso do isoproterenol, o qual age pela via Gs-
AC-AMPc-PKA no receptor beta-adrenérgico por ser este um agonista deste

receptor.

Utilizou-se o isoproterenol no intuito de investigar o componente
hiperpolarizante do FSH, porquanto, sabidamente, o isoproterenol, assim como
a fase hiperpolarizante da acdo do FSH, atua através da via Gs-Ac-AMPc-PKA
(JACOBUS et al, 2005). Além disso, foi observado que o isoproterenol produz
aumento da captacdo de *°*Ca®" em células de Sertoli imaturas (JACOBUS et
al, 2005) e estimula o transporte de aminoacido neutro nestas células

(WASSWEMANN et al, 1996).

Outros autores também relatam que a ativacdo dos B2-AR resulta em
compartimentalizacdo da sinalizagdo Gs/AMPc, afetando seletivamente
efetores da membrana plasmética, como canais de Ca®" dependentes de

voltagem tipo L (XIAO, 2001; LEBLAIS et al, 2004; JACOBUS et al, 2010).

Em trabalhos prévios de nosso laboratério, demonstrou-se que o
isoproterenol hiperpolariza a membrana, sendo que o maior efeito foi obtido
com a menor dose testada (2uM) e que a intensidade da resposta diminuia a
medida que a dose aumentava (JACOBUS et al, 2005). Com base nesse
resultado, utilizou-se, nesse trabalho, a concentracdo de 2 pM para as

aplicacOes tdpicas realizadas com isoproterenol.
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Na busca de avaliar melhor a acéo eletrofisiologica do isoproterenol e,
portanto, sua resposta beta-adrenérgica, na membrana das células de Sertoli,
foram utilizadas sulfonilureias cujas quais agem na subunidade SUR do canal

K*atp Sobre a resposta eletrofisioldgica de isoproterenol na célula de Sertoli.

A tolbutamida (10uM), uma sulfonilureia de acao bloqueadora sobre o
canal de K'atp, quando aplicada topicamente, impediu a hiperpolarizacdo
caracteristica causada pelo isoproterenol (2uM), causando despolarizacdo do

potencial de membrana. (FigurallA e 11B).

A perfusdo com tolbutamida (10 uM) foi mais eficaz no blogueio da
resposta beta-adrenérgica do isoproterenol (2uM), causando despolariza¢do do

potencial de membrana da célula de Sertoli (Figura 12A e 12B).

A aplicagéo topica de glibenclamida (10uM), a qual também € uma
sulfonilureia de efeito inibidor sobre o canal de K'arp, bloqueou a acédo do
isoproterenol (2uM), causando despolarizagdo, demonstrando que a acgao
hiperpolarizante do isoproterenol estd relacionada com a abertura desses
canais (Figural3A e 13B).

A inibicdo dos canais K'arp com a utilizacdo da sulfoniluréia
glibenclamida, a qual atua na subunidade SUR dos canais K'arp
(BAUKROWITZ & FAKLER, 2000), atenuou a hiperpolarizacdo evocada por
isoproterenol,em células de Sertoli, evidenciando que este agonista f-
adrenérgico poderia atuar através da abertura destes canais. Foi postulado por
Nakashima e Vanhoutte (1995), em musculatura lisa vascular, da veia safena

de cées,que a hiperplarizacdo produzida pelo isoproterenol ocorria através da
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abertura de canais de K'atp, onde também foi observado uma reducdo do

efeito do isoproterenol com a aplicacéo da glibenclamida.

A fase de hiperpolarizacdo produzida pelo FSH foi também bloqueada
por tolbutamida (inibidor de canal de K'atp) (Figura 14), indicando que a

hiperpolarizagédo possa estar envolvida com os canais de K*atp.

A testosterona, provoca uma despolarizacdo imediatada membrana da
célula de Sertoli, por produzir o fechamento dos canais K'atp, através da via
PLC-PIP, (LOSS et al, 2004). A testosterona reduz a hiperpolarizacao

produzida pelo isoproterenol (JACOBUS et al, 2005).

De acordo com Baukrowitz & Fakler (2000) e revisdo realizada por
Wassermann e Loss (2004), a sensibilidade dos canais K'atp a0 nucleotideo
ATP ndo constitui um parametro fisiol6gico fixo, mas um parametro controlado

por fosfatidil inositol fosfato (PIP), na membrana celular.

Apesar dos B2-AR estimularem uma sinalizagéao dual, que inclui Gs e Gi,
no presente estudo, utilizamos a PTX, que bloqueia a subunidade Gi dos (32-
AR presentes nas células de Sertoli, para testar seu efeito sobre a acao

eletrofisiol6gica do isoproterenol.

Nesse sentido, a toxina pertussis (PTX) quando foi aplicada topicamente
e anteriormente a aplicacdo de isoproterenol ndo impediu a hiperpolarizacéo
caracteristica causada por isoproterenol. Este dado confirma que a acéo
hiperpolarizante de isoproterenol independe de proteina Gi e que isoproterenol

age através da via Gs-AC-AMPc-PKA (Figura 15A e 15B).
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Estudo realizado no qual se fez uso de analise imuno-histoquimica em
cortes isolados de células testiculares demonstrou a expresséo de proteinas G.
A proteina Gi, sensivel a PTX, teve sua expressao em células de Sertoli mais
acentuada em ratos mais jovens, mas tornou-se mais evidente no citoplasma
de células germinativas com o aumento da idade dos ratos (LAMSAM-
CASALOTTI et al, 1993). Este dado nos certifica da presenca da proteina Gi
nas células de Sertoli de ratos imaturos, que compreende a idade dos ratos

utilizados neste estudo.

Em consonéncia com o resultado deste trabalho, referente ao efeito de
PTX na acao do isoproterenol, resultados utilizando um poderoso ativador da
proteina Gi, toxina Pasteurella multocida (PMT), mostraram que PMT diminui o
acumulo de AMPc estimulado por isoproterenol e forscolina, em fibroblastos
embribnicos intactos de ratos, além de inibir a atividade da adenilato ciclase na
membrana celular. Contudo, quando PMT foi testada juntamente com PTX,
PMT bloqueou a ribosilacdo de ADP catalizada pela PTX, na proteina Gi,
mecanismo esse que causa bloqueio na proteina Gi, e dessa forma,

desencadeando um estado insensivel & PTX (ORTH, 2008).

Xiao e colaboradores (2003) mostraram recentemente, com a utilizacéo
de cultura de cardiomiécitos de ratos, que a resposta contratil (Qque envolve
Ca’")a diversos agonistas P2-adrenérgicos, foi realcada quando os
cardiomiocitos foram pré-tratados com PTX, e, portanto, com inativacdo da

proteina Gi.

Ademais, neste estudo,PTX ndo afetou a captacdo de **Ca*" estimulada

por isoproterenol. Como PTX n&o bloqueou a acgdo estimulatoria do
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isoproterenol sobre a captacéo de “°*Ca?*, podemos inferir, com esse dado, que
a captacdo de **Ca** estimulada pelo isoproterenol é independente da via de

sinalizacao envolvendo proteina Gi.(Figura 16).

Justo que a o aumento no influxo de célcio causado pelo isoproterenol
ndo esta envolvido com a proteina Gi, tornou-se necessario estudar a
estimulacao beta-adrenérgica do isoproterenol sobre a proteina Gs. Assim, fez-
se uso da toxina colérica, que estimula proteina Gs; a qual,
surpreendentemente, ndo estimulou a captacdo de *°Ca** nas células de

Sertoli de ratos imaturos(Figura 9).

Conforme estudos realizados por Fritz e colaboradores (1978) e Conti e
pesquisadores (1995), em que o envolvimento da via de AMPc estimulada por
FSH foi avaliado, em cultura de células de Sertoli de ratos, utilizando-se dibutiril
AMPc, um andalogo estrutural do AMPc, toxina colérica, ativador da proteina
Gs, e RO-20, inibidor da fosfodiesterase especifica do AMPc, todos induziram a

elevacéao dos niveis de AMPc intracelular.

Porém, evidéncias bioquimicas e biofisicas indicam que a sinalizacéo de
AMPc iniciada por B1-AR pode ser transmitida por toda a célula; entretanto, a
sinalizagcdo de AMPc iniciada por B2-AR é confinada a subdominios
sarcolemais, envolvendo efetores que direcionam essa sinalizagcéo

compartimentalizada (XIAO et al, 1999; XIAO, 2001).

Além disso, relativamente a expressdo de proteinas G durante o
desenvolvimento dos testiculos de ratos, a subunidade estimulatoria da
proteina G (Gs), sensivel a toxina colérica, foi detectada em ratos de 7 dias de

idade, atingindo seu maximo aos 23 dias e, em seguida, diminui para valores
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muito baixos ou indetectaveis em testiculos de 45 dias e de ratos adultos (60 a

90 dias) (LAMSAM-CASALOTTIet al, 1993).

No entanto, resultados com PTX, sugerem que proteinas Gi de 2-AR,
sensiveis a PTX, inibem parcialmente a resposta contratil, com aumento do
influxo de Ca**, mediada por Gs, nos cardiomiécitos de ratos e camundongos

(XIAO&LAKATTA,1995; XIAO et al, 1999).

De acordo com o que foi acima exposto acerca da sinalizacdo
intracelular do isoproterenol, parece haver algum efetor que é ativado na
sinalizacao intracelular do isoproterenol, na sequéncia ou simultaneamente a
via B2-AR/Gs/AC/AMPc/PKA de modo a estimular a captacdo de Ca?' nas

células de Sertoli de ratos imaturos.

Alguns autores sugerem que a sinalizacdo beta-adrenérgica cardiaca é
mediada, a0 menos em parte, por uma interacdo direta entre Gs e canais de

Ca?'tipo L (YATANI et al, 1988; YATANI et al, 1989).

Estudos em cardiomiécitos de sapos também demonstram que a
estimulagcdo com isoproterenol tem efeito estimulatorio sobre os canais

dependentes de voltagem tipo L (JUREVICIUS & FISCHMEISTER, 1996).

Entretanto, em outros estudos, em cardiomiocitos de ratos, inibidores de
PKA, ndo apenas bloquearam os efeitos da estimulacdo p1-adrenérgica, mas
também inibiram completamente os efeitos da estimulagdo de [(2-AR
(KUSCHEL et al, 1999; XIAO et al, 2000; ZHOU et al, 1997; CHEN-IZU et al,

2000).
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Resultados obtidos através do bloqueio de PKA corroboram a ideia de
que o efeito da estimulacdo beta-adrenérgica do isoproterenol nos canais de
calcio cardiacos é mediada exclusivamente pela via AMPc-dependente.

(HATZELL et al, 1991).

No entanto, quando utilizada a forscolina (resultado discutido
anteriormente) (Figural8), em células de Sertoli de ratos imaturos, que provoca
um aumento na atividade da adenilato ciclase, com consequente aumento de
AMPc; nado foi observado aumento do influxo de calcio nessas células.Além
disso, a aplicacdo da toxina colérica, que aumenta a atividade de Gs,
estimulando a adenilato ciclase, também néo altera a captacdo de célcio. Estes
resultados mostram que o efeito de aumento na captacéo de célcio estimulado
pelo isoproterenol ndo estd vinculado apenas e exclusivamente a via

dependente de AMPc.

A modulacéao do influxo de calcio por B2-AR requer a ativacdo de AMPc,
mas essa estimulacdo B2-AR/AC/AMPc/PKA parece estar localizada na
superficie da membrana celular, nas vizinhancas dos canais de Ca*
dependentes de voltagem tipo L e ndo podendo ser transmitida a proteinas

sarcolemais, no caso dos cardiomiécitos (XIAO, 2001).

Além disso, o inibidor da PKA, PKI, aboliu o influxo de célcio estimulado
por isoproterenol (HATZELL et al, 1991). Entdo, parece que a PKA esta
envolvida como um ponto crucial na ativacdo beta-adrenérgica dos canais de

Ca?*dependentes de voltagem tipo L,em cardiomiécitos de ratos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

. O componente despolarizante da a¢cdo do FSH na membrana é

bloqueado pela acéo inibitoria de PTX sobre Gi.

. O componente hiperpolarizante da acdo do FSH na membrana é
inibido pela acdo de sulfonilureias, as quais sdo bloqueadores de canais de

K+ATP.

. O aumento da atividade da adenilato ciclase pela acédo da toxina

colérica ndo estimulou a captacéo de **Ca** nessas células.

. O isoproterenol desencadeia uma hiperpolarizagdo sobre o

potencial de membrana da célula de Sertoli.

. A tolbutamida e a glibenclamida, sulfoniluréias antagonistas dos
canais K'arp, provocam despolarizacdo na membrana das células de Sertoli.
Apés aplicacdo topica destas sulfonilureias, seguida de aplicacdo de

Isoproterenol, a acao hiperpolarizante do Isoproterenol foi inibida.

. Quando as células de Sertoli foram perfundidas previamente com
tolbutamida, a acdo hiperpolarizante do isoproterenol foi inibida. Demonstrando
que a ativacdo do receptor B-adrenérgico por isoproterenol envolve a abertura

de canais K'atp em células de Sertoli de testiculos de ratos imaturos.
. O isoproterenol aumenta a captacéo de **Ca*".

. Esta captacdo nao foi inibida na presenca de PTX, parecendo

nao envolver a via de sinalizacéo da proteina Gi neste efeito.
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. PTX quando aplicada topicamente e anteriormente a aplicacao de
isoproterenol ndo impediu a hiperpolarizacdo caracteristica causada por
isoproterenol.

. A acao hiperpolarizante de isoproterenol independe de proteina Gi

. PTX ndo impede a captacdo de “Ca®" estimulada pelo
isoproterenol.

. O aumento da captacéo de *°Ca** estimulado pelo isoproterenol

nas células de Sertoli ndo ocorre através da via de estimulacédo da proteina Gs.

. Uma vez que a via adrenérgica constitui uma via complementara
acdo do FSH na funcdo das células de Sertoli, o estudo da acdo do

isoproterenol pode ser considerado relevante.

Na*t
aa

Figura 20. Esquema hipotético da acdo do FSH e do isoproterenol na membrana das células de
Sertoli. FSH produz primeiro uma hiperpolarizacao, relacionada com a abertura de canais de
K*arp €nvolvendo a via Gs/AC/cAMP, assim como o isoproterenol ao se ligar ao seu receptor B-
AR. A despolarizacdo estd relacionada com a ativagdo da via Gi; VDCC: canal de calcio
dependente de voltagem; AC: adenilato ciclase; I1SO: isoproterenol; aa: aminoacido; FSH —R:
receptor do FSH; B-AR: receptor adrenérgico; K’ arp: canal de potdassio sensivel ao ATP.
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