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RESUMO

O mecanismo nao classico de testosterona induz resposta celular rapida ao nivel
de membrana, enquanto que a agao classica se da pela ligacdo da testosterona ao seu
receptor androgénico intracelular (iAR) que regula a expressdao génica. A
Epitestosterona, o 17a-epimero da testosterona, tem sido descrito como um anti-
andrégeno, inibindo o efeito da testosterona ou diidrotestosterona sobre o sobre o iAR.
No entanto, a epitestosterona apresenta um efeito ndao cldssico similar ao da da
testosterona, despolarizando o potencial de membrana das células de Sertoli e
induzindo a captacdo rapida de Ca?* nos testiculos. O objetivo deste estudo foi analizar
o efeito do tratamento com epitestosterona e testosterona em animais castrados
guimicamente com a utilizagdo de um antagonista do hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), o cetrorelix. Ratos imaturos, a partir do 72 dia de idade
receberam durante 7 dias o tratamento pela via intraperitoneal de acordo com os
seguintes grupos: Controle (apenas o veiculo hidroxipropil-beta-ciclodextrina, castrados
(Cetrorelix (500 pg/kg/dia)), castrados com reposicdo de testosterona (2,5mg/kg/dia)
(Cetrorelix+testosterona), castrados com reposicdo de epitestosterona (2,5mg/kg/dia)
(cetrorelix+epitestosterona) e epitestosterona. Foram observados os efeitos dos
tratamentos em parametros de desenvolvimento sexual de ratos imaturos como: peso
corporal, peso testicular e medida da distancia anogenital (DAG). Também foram feitos
registros eletrofisiolégicos da acdo no potencial de membrana da testosterona nos
tubulos seminiferos de testiculos de ratos de todos os tratamentos. Para a avaliacdo a
imunorreatividade ao iAR foi utilizado o anticorpo primario anti-iAR do tipo policlonal
na concentracdo 1:250. Para o controle-negativo da técnica cortes de todas os
tratamentos incubados com PBS-T. Para expressdo foi utilizado o anticorpo primario
anti-iAR do tipo policlonal na concentracdo de 1:1000 realizada pela técnica de Western
Blot. A castracdo quimica com cetrorelix resultou na reducgdo no peso dos testiculos e
da DAG. O tratamento com epitestosterona e testosterona restaurou tanto o peso
testicular como a DAG. O efeito despolarizante em resposta a aplicacdo tépica da
testosterona foi observado no grupo controle e no grupo de cetrorelix. Além disso, o
grupo castrado com cetrorelix com reposicdo de epitestosterona impediu o efeito
rapido da testosterona na despolarizagdo da membrana celular. No grupo com
reposicao de testosterona, a resposta eletrofisioldgica da testosterona na membrana
também foi alterada. O tratamento com epitestosterona nos ratos castrados com
cetrorelix produziu diminuicdo da expressao do iAR. Foi observada reducdao da
imunorreatividade do iAR nos animais tratados com epitestosterona. Pode-se concluir
gue a epitestosterona participa do desenvolvimento genital em ratos imaturos, ou seja,
produziu recuperacdo de AGD de forma semelhante a testosterona. Este resultado
sugere que ambos os hormoénios atuam pela mesma via de desenvolvimento deste
parametro, provavelmente através de um mecanismo ndo-classico. Além disso, o
tratamento com o antagonista de GnRH e reposicdo de epitestosterona suprimiu a
resposta ndo classica da testosterona, mudando o padrao de via de sinalizagao da
testosterona nas células de Sertoli.
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ABSTRACT

The non-classical mechanism of testosterone induces a rapid cellular response at
the membrane level, while the classical action is through the binding to the intracellular
androgenic receptor (iAR) and the regulation of gene expression. Epitestosterone, the
17a-epimer of testosterone, has been described as an anti-androgen, inhibiting the
testosterone or dihyidrotestosterone effect on the iAR. However, epitestosterone
presents a non-classical effect similar to testosterone, depolarizing the membrane
potential of Sertoli cells and inducing rapid Ca2+ uptake in testes. The aim of this study
was to observe the effect of the treatment with epitestosterone and testosterone in rats
chemically castrated with a gonadotropin-releasing hormone (GnRH) antagonist
cetrorelix. From pnd 7 to pnd 14, the rats were given daily intraperitoneal injections with
(i) hormones solvent, (2-hydroxypropyl B-cyclodextrin) as the control group (CTRL); (ii)
500 ug/kg/day of the GnRH antagonist cetrorelix as the cetrorelix group (CET); (iii) 500
ug/kg/day of cetrorelix + 2.5 mg/kg/day of testosterone as the cetrorelix plus
testosterone group (CET+T); (iv) 500 pg/kg/day of cetrorelix + 2.5 mg/kg/day of
epitestosterone as the cetrorelix plus epitestosterone group (CET+EpiT); and (v) 2.5
mg/kg of epitestosterone alone as the epitestosterone group (EpiT). The effect of
different treatments were verified on the body and testicular weight and the anogenital
distance (AGD). The potential and the membrane resistance of Sertoli cells were
recorded by electrophysiological technique intracellular record. The
electrophysiological effect of testosterone on membrane of Sertoli cells were evaluated
in seminiferous tubules in testes from rats of the all experimental groups. For evaluating
the immunoreactivity to the iAR we used the anti-iAR primary polyclonal antibody type
in concentration 1: 250. For the negative control technique cuts all treatments
incubated with PBS-T. For iAR expression we used the anti-iAR type polyclonal primary
antibody at a concentration of 1: 1000 performed by the Western Blot technique.

The chemical castration induced a reduction in testicular weight and AGD. The
treatment with both epitestosterone and testosterone restored the AGD and the
testicular weight. The depolarizing effect in response to topical testosterone application
was observed in the control group and in the GnRH antagonist cetrorelix group.
Moreover, in the GnRH antagonist cetrorelix replaced with the epitestosterone group,
testosterone was not capable of changing the membrane potential. In the group
replaced with testosterone, the membrane response to testosterone was smaller also.
The treatment with epitestosterone in castrated rats also reduced the expression of the
iAR in testes. The immunoreaction of iAR was reduced in the animals treated with
epitestosterone. In conclusion, the effect of epitestosterone on genital development in
immature rats, namely recovering of AGD, was similar to testosterone. This result
suggest that both hormones act through the same pathway on this development
parameter, probably by a non-classical mechanism. Additionally, the treatment with the
GnRH antagonist plus epitestosterone suppressed the non-classical testosterone
response, changing the pattern of testosterone signaling pathway through a membrane
mechanism in Sertoli cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. TESTiCULOS

O testiculo é um 6rgao com fungbes distintas. Dentre essas fun¢des, uma das
principais é a espermatogénese, que compreende a producdo de espermatozoides e a
esteroidogénese, que compreende a producdao de hormdnios esteroides. Isso acontece
por que o testiculo é dividido em duas partes anatébmicas e funcionais, o tecido
intersticial, formado por células de Leydig que s3ao as responsaveis pela producao dos
esteroides, e os tubulos seminiferos, que contém as células que ddo origem aos
espermatozoides (Fawcett, 1993).

Os tubulos seminiferos sdao constituidos por uma tunica prépria, epitélio
seminifero e limen. Na tunica prépria estdo localizadas as células midides e as
peritubulares. Em um testiculo adulto, a populagdo de células que constituem os tubulos
seminiferos pode ser dividida em uma populacdo proliferativa e uma populacdo com
baixa proliferacdo, que possuem origens embriolégicas diferentes. A populacao
proliferativa é formada por células germinativas ou espermatogénicas e a populagcdo
pouco proliferante é composta pelas células de Sertoli de origem somadtica (Fig. 1)

(Franca & Russel, 1998; Johnson 2008).

Celulas de Sertoll Espermatogania Celulas germipativas

Celulns de Levdig Espermatozoides

Figura 1. Representacdo esquematica de um corte transversal de epitélio seminifero,
mostrando as células de Sertoli e as células germinativas. Adaptado de ALBERTS et.
al., 1994.
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1.2.  CELULAS DE SERTOLI E SEU DESENVOLVIMENTO

As células de Sertoli expressam o fendtipo masculino (SRY), portanto
desempenham um papel central na funcdo do testiculo. Estas sdo as primeiras células a
se diferenciarem na vida fetal, onde elas atuam permitindo a formacdo dos corddes
seminiferos e impedindo que as células germinativas entrem em meiose e se proliferem
antes do tempo. Por meio da secrecdo de testosterona pelas células de Leydig, as células
de Sertoli, que apresentam receptores para testosterona, desempenham um papel vital
na masculinizacdo do embrido e na descida dos testiculos para o saco escrotal, além de
assegurarem a regressdao dos ductos de Miiller pela secrecao do hormébnio anti-
miulleriano (Fig. 2) (Mackay, 2000; Svingen & Koopman 2013). Depois que esses eventos
ocorreram, o papel das células de Sertoli muda, e na puberdade elas ficam totalmente
comprometidas em dar suporte a espermatogénese. Sdo as células de Sertoli que ddo o
suporte fisico e metabdlico para que as células germinativas se diferenciem e se
transformem em espermatozdides. Devido ao fato das células de Sertoli sustentarem as
células germinativas, embora que em numero fixo, podemos dizer que o niumero de
células de Sertoli do testiculo adulto determina tanto o tamanho do testiculo como a
producdo didria de espermatozoides, influenciando, portanto, na fertilidade (Orth et al.,

1988; Sharpe, 1994; Rato et al., 2012).

tastis
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Figura 2. Células de Sertoli como centro organizador da diferenciacdo dos testiculos. Sdo as primeiras células
a se diferenciar na gébnada XY. Desempenham acdo na organogénese testicular, por influenciar na formacao
dos corddes seminiferos, regressao dos ductos de Miiller, diferenciacdo das células germinativas, células
midides peritubulares (PMCs) e células de Leydig fetais (FLCs) responsaveis pela masculinizacdo do embrido.
Svingen & Koopman P. 2013.
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Fica claro que a fungao das células de Sertoli é totalmente diferente da vida fetal
para a vida adulta. Podemos dizer que na vida fetal essas células estdo em um processo
de diferenciacdo para a forma adulta. Na vida adulta dizemos que estas células estdo em
um processo de maturacdo, no qual perdem a sua capacidade proliferativa (Sharpe et

al., 2003).

1.2. CELULAS DE SERTOLI E SEU DESENVOLVIMENTO

1.2.1. FASE DE DIFERENCIACAO E DESENVOLVIMENTO

As células de Sertoli sdo as primeiras células somaticas a se diferenciarem no
testiculo por expressarem o gene SRY. Estas células também sdo responsaveis pela
determinacdo do sexo masculinoepela producao do homénio anti-Mdlleriano que é
capaz de promover a regressao dos ductos de Miiller. Nesta fase, as células de Sertoli se
comunicam com as células germinativas via fator neural de adesdo celular (NCAM), o
gue culmina na formacdo dos corddes testiculares, evento que antecede e propicia o

inicio da espermatogénese (Orth et. al., 1995; Pellinieme et. al.,1993).

1.2.2. FASE ADULTA OU DE MATURAGAO

Nesta fase, as células de Sertoli apresentam compartimentos bem definidos no
epitélio seminifero, que podem ser divididos em compartimento basal e compartimento
adluminal. O compartimento basal é o local onde se encontram as espermatogobnias e
0s espermatadcitos primarios no inicio da préfase meidtica. O compartimento adluminal

é o local onde os espermatécitos estdo em fases mais adiantadas (primarios e
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secunddrios), além de conter as espermatides arredondadas e alongadas (Sharpe et. Al.,
1994). A formacdo desses compartimentos acontece porque nesta fase as células de
Sertoli apresentam grandes modificacdes morfoldgicas e funcionais. A organizacao
adjacente das células de Sertoli permite a formacaodas tight junctions nas porg¢des baso-
laterais, as quais sao as responsaveis pela compartimentalizacdo do epitélio seminifero
e pela formacdo da barreira hemato-testicular. A barreira hemato-testicular propicia um
microambiente isolado e imunologicamente privilegiado, caracteristica crucial para o
desenvolvimento da espermatogénese (Russel et. al., 1990; Russel e Griswold, 1993;

Cheng & Mruk, 2002).

1.3. CONTROLE HORMONAL DA CELULA DE SERTOLI

As células de Sertoli sdo controladas principalmente por dois hormoénios, o
hormonio foliculo estimulante (FSH) e a testosterona. O FSH é uma gonadotrofina
sintetizada e secretada pela hipdfise anterior e a testosterona secretada das células de
Leydig em resposta ao hormonio luteinizante (LH), outra gonadotrofina hipofisaria. As
gonadotrofinas estdo envolvidas no controle hormonal do eixo hipotdlamo-hipdfise-
gonadas, permitindo as gonodas a promocdo de duas fungdes importantes, a
espermatogénese e a esteroidogénese. A secrecdo de FSH e LH, por sua vez, dependem
do hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH ou LHRH) sintetizado e secretado pelos
neuronios hipotaldmicos presentes no nucleo arqueado do hipotalamo. O GnRH é um
decapeptideo que possui duas isoformas diferentes nos mamiferos, o GnRH-I e o GnRH-
[I. O GnRH-I tem fungao de controlar a secre¢do das gonadotorfinas enquanto o GnRH-
Il participa no comportamento sexual. Em humanos, o gene para o tipo Il é silenciado
(Counis et al, 2005, Millar, 2005).

Em condicdes fisioldgicas o GnRH, devido a sua rdpida degradacdo proteolitica
no sangue, estd presente localmente principalmente na circulagdo hipotdlamo-
hipofisario, enquanto na circulagdo sistémica a presenca de GnRH é baixissima ou nula,
porém foi descrita a presenga de GnRH em ovario (7pg/g) (Millar 2005). No hipotalamo,
a concentracdo de GnRH é de 1300 pg/g, enquanto na hipofise de apenas 3 pg/g. No

entanto, os receptores para GnRH s3ao expressos em testiculo, figado, coracdo, musculos
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esqueléticos, rins, células do sistema linfatico e em uma variedade de células tumorais.
Acredita-se que a acdo do GnRH em tecidos extra-hipofisarios tenha efeito de prevencao
do crescimento descontrolado das células que possuem esse receptor (Millar 2005;
Kakar & Jennes 1995; Jacobson et al., 1998; Cheng et al., 2005; Ortmann & Diedrich
1999; Palyi et al, 1999).

A secrecao do GnRH do hipotdlamo ocorre de forma pulsatil, com a amplitude e
a frequéncia regulando a liberacdo de LH e FSH. O padrao de pulsatilidade pode variar
de acordo com as mudangas que ocorrem durante a vida reprodutiva, mas a
pulsatilidade é importante, pois é uma forma de evitar a dessensibilizacdo dos
receptores de LH e FSH em células alvo (Thackray et al., 2010; Levine et al, 2003).

A pulsatilidade da secrecdo de GnRH também é regulada por meio da
retroalimentacdo de sinais provenientes das gbnadas. Os hormdnios sexuais como os
andrégenos, por exemplo, sdo importantes no mecanismo de retroalimentacao
(feedback), atuando principalmente no controle da liberacdo de GnRH do hipotdlamo,
pela hipofise ou diretamente nas gonadas, modulando a liberagao de LH e FSH (Wolfe &
Wu, 2012; Burder et al., 2004).

O conteudo de FSH e LH aumenta com a idade, atingindo os seus niveis mais
elevados aos 40 dias de idade em ratos. Os niveis de GnRH aumentam progressivamente
da fase neonatal até a puberdade. Esse aumento é lento até a fase infantil e aumenta
bruscamente até a puberdade, e reduz aos 35 dias de idade, quando a testosterona é
bem mais elevada. Esta correlacdo inversa sugere que os andrégenos produzidos nesta
fase estejam atuando como uma retroalimentacdo negativa sobre a secrecdo de GnRH,
o que também pode explicar o pequeno declinio na expressdo do receptor do GnRH que
acontece apds os 35 dias de idade (Chan et al., 1981; Dalkin et al., 198; Smith et al.,
1971). O GnRH liberado no sistema porta-hipofisario liga-se em seus receptores nos
gonadotrofos presentes na hipofise anterior. Os receptores para GnRH sdo receptores
acoplados a proteina G que ativam a via da fosfolipase C (PLC) (Stojilkovic et al, 1994).

O FSH e o LH irdo se ligar em receptores presentes nas células de Sertoli e nas
células de Leydig, respectivamente, ambos possuem receptores acoplados a proteina G
(Menon e Menon, 2012). O FSH quando se liga em seus receptores nas células de Sertoli
pode ativar varias vias de sinalizagOes. Dentre as vias conhecidas esta a via da adenosina

monofosfatada ciclica (AMPc). O FSH também é capaz de estimular a proteina cinase
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ativada por mitégeno (MAPK) e a via da PLC e também a via PI3K/Akt na fase proliferativa
das células de Sertoli. (Dorrington & Armstrong, 1979; Lin et al., 2006; Khan et al., 2002).
O LH quando se liga nas células de Leydig ativa as vias AMPc e PLC (Dufau, 1998).

As secrecOes de LH e FSH também sdo reguladas pela retroalimentacdo por
andrégenos e pela inibina e ativina (peptideos gonadais) que sdo secretadas pela célula
de Sertoli sob agao do FSH. A inibina exerce um controle sobre a hipéfise e o hipotalamo,
formando uma alga de retroalimentacdo negativa, enquanto a ativina tem um efeito de
retroalimentacao positiva sobre a secre¢ao de FSH. Desta forma, estabelece-se um
complexo sistema de comunicacdo neuroenddcrino, o qual regula, em machos, o

comportamento sexual e a producdo de espermatozdides (Ojeda et al, 2006).

1.4. EXPRESSAO DO iAR NAS CELULAS DE SERTOLI

O iAR é um receptor membro da superfamilia de receptores de transcricao
regulados por ligando. O iAR é uma proteina nuclear com 110 kDa (aproximadamente
918 aminoacidos) composta por trés dominios: um dominio amino-terminal, um
dominio de ligacdo ao DNA e um dominio de ligagdo com o horménio. Quando estdo no
estado ndo ligado esses receptores estdo localizados geralmente no citosol num
complexo de chaperonas moleculares (Hsp 40, 70 e 90) (Mangelsdorf et al., 1995). Ao
se ligar no iAR o andrdgeno induz alteracbes conformacionais da proteina de AR, e
prontamente envia um sinal que permite que proteinas de importacdo nuclear tais como
importina- a, as quais facilitam a transloca¢dao do complexo AR-hormonio para o nucleo.
O dimero se liga entdo em regides do DNA responsivas aos andrégenos, entdo,
promotores e potenciadores de genes-alvo que sdo regulados pela atividade andrégeno

/ AR (Dehm, e Tindall, 2007).

Estudos de imuno-histoquimica em testiculos de rato, durante a vida fetal,
demonstram que a expressao do iAR é detectada em células de Leydig, células
peritubulares e vasos sanguineos. Porém ndo ha expressdao em células de Sertoli neste

periodo (Sar et al., 1990; Takeda et al 1990; Rey et al 2009).
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Modelos de ratos imaturos (10 dias de idade) knockout para iAR para células de
Sertoli tem demonstrado mudancgas conformacionais na célula, até mesmo mudanca na
polaridade, assim como no citoesqueleto e comprometendo também a formacao
normal da membrana basal. Posteriormente, a falta destes receptores nas células de
Sertoli provoca perda de componentes essenciais da barreira hematotesticular
comprometendo sua fungdo (Wang et al., 2006; Willems et al., 2010).

O iAR é essencial para o sucesso da espermatogénese, pois na auséncia desses
receptores as células germinativas ndo se desenvolvem além da meiose, a barreira
hematotesticular (BHT) fica prejudicada e ndo ocorre a liberacdo de espermatozoides a

partir das células de Sertoli (Fig. 3) (De Gendt et al., 2004, Walker et al., 2015).
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Figura 3. Resumo esquematico do impacto do iAR em células de Sertoli na espermatogénese. (A) A
acdo dos andrégenos no iAR é importante para o desenvolvimento e formagdo da barreira
hematotesticular. (B) O iAR é essencial para a finalizacdo da meiose dos espermatdcitos. (C) O iAR em
células de Sertoli é um dos elementos chave para espermiagdo (Griswold, 2015).

Curiosamente as células germinativas nao expressam iAR, embora alguns artigos
demonstrem que estas células expressam esses receptores (Rey et al., 2009; Johnston
etal., 2001). Estudos atuais realizados em ratos knockout, seletivos para o iAR em células

de Sertoli, demonstram que as células de Sertoli sdo as principais mediadoras que
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permitem o desenvolvimento das células germinativas (Tsai MY et al., 2006; De Gendt
et al., 2004; Wang et al., 2009; Walker et al, 2015).

Em humanos, a expressdo do iAR nas células de Sertoli inicia aos 5 meses de
idade, é relativamente baixa até os 4 anos de idade e vai aumentando posteriormente.
Em ratos, o iAR sd vai ser expresso em células de Sertoli apés 4-5 dias de idade, embora
alguns artigos afirmem que ja no 3 dia pds-natal (dpn) as células de Sertoli possam
expressar iAR. Trabalhos realizados em nosso grupo de pesquisa também
demonstraram a auséncia de iAR nas células de Sertoli em ratos Wistar aos 4 dpn (Da
Rosa et al., 2015). A expressao do iAR em ratos aumenta com a idade e atinge seu pico
aproximadamente aos 35 dias de idade (Fig. 4). E evidente que na vida fetal em ambos,
ratos e humanos, o iAR ndo estd presente nas células de Sertoli (Buzek et. al., 1988;

Bremner et al, 1994; You & Madhabananda Sar, 1998; Shapiro et. al., 2005; Da Rosa et

al., 2015).
i . . b, S fF -
. ‘\ Lo \ Qe O 4 -
- L V7 e /
S = 17 5 P ess vy /
zr 1 \’./"o Rt "/ . \ . (\
) . -
:. \ / { S ( b ‘ 2 / A L) ‘:’
n - ’ﬁ’ N ® ~> . b- ”
&' ool f

‘ | LV . "7
‘./ " i ! A f . \
'A » . p”' B 4 g . .: \’
i ’ " -
— - y N
- > 0\ /. A "\.‘.\ - .4' \‘\
vy 45N N @ TN P N e
" - ‘.‘ oy ' 3 kil
’l ‘ 2\\ ‘\ ,".. ‘\.i “ ‘\\“ 3 . ”' .a‘ " - : » ‘
I\ e \ . B » 3
\‘. 0‘\ g \". » ’ 3 )
\\ » p\\ \w' - ’~!n. \\ Ce : : \'\" M N iy ) ‘
\\ S N S ¢ : 5 & s - - e -
Y N ¢ RN L 4 S Mol o ~
V. o \ ! . § g 4
1 e \ I BV g J e lal i
! ~ ) o = p .
-~ Nany »
O-vL 'S . ’' R T 8' \!
"‘f' s < ): oy YRV 3 ‘ A '
A 4 2 . e aNe
¢ V! U i A /
C,n 0 't D} ity e’ S
- ’Z‘n h"_ “‘ .f'v ‘ — ..’:.\\ v T~ .~ " ..." e '.l L - fa

Figura 4. Expressdo de iAR durante o desenvolvimento pds-natal em testiculos de ratos. Expressdo do iAR
pode ser visualizada em células peritubulares (P) e células de Sertoli (S) .( A) expressdo de i AR em ratos de
2-5dpn. (B e C) Expressdo de iAR entre 5 e 10 dpn. (D) Expressdo de iAR entre 10 e 20 dpn. (You & Sar, 1998)
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Embora se constate que haja expressao de iAR em células de Sertoli de individuos
pré-puberes (criancas), essa expressao é relativamente baixa em relacdo ao nimero de
células de Sertoli de adultos, o que explica porque ndo hd o desenvolvimento das células
germinativas em criangas normais durante a secregdao pds-natal de testosterona
(Shapiro et al, 2005; Prince, 2001)

Em ratos, o aparecimento do iAR em células de Sertoli ocorre alguns dias apds o
nascimento, nesta fase ha baixa producdo de testosterona (Wang et al., 2009; Walker,
2014). A expressdo do iAR no tecido testicular variam conforme a idade, tanto nas
células de Leydig como nas células de Sertoli e nas peritubulares. Um estudo demonstra
a presenca deste receptor em ratos pré-puberes, puberes e adultos (Li-Xin Shan et al.,
2008). Na fase pré-pubere, a producdo de androgénios nas células de Leydig
progenitoras atua sobre a sua prépria diferenciacdo em células de Leydig imaturas (Shan
& Hardy M.P., 1995). Nas células de Sertoli, a expressao deste receptor aumenta com a
idade, alcancando os maiores niveis na fase adulta. Esta variacdo na expressao génica
do iAR, ao longo do tempo, reflete a acao cldssica dos hormonios androgénicos durante
o desenvolvimento sexual e a espermatogénese, pois o pico de acdo androgénica nas
células de Sertoli ocorre na fase adulta. Em trabalhos envolvendo células de Sertoli e
células midides peritubulares, isoladas de ratos de 15 dias de idade, a expressdo
testicular do iAR ndo se modificou apds o tratamento com androgénios. No entanto, em
ratos adultos, o conteudo deste receptor no tecido testicular mostrou-se reduzido apds
a privacdo hormonal pela destruicdo das células de Leydig (Blok, Themmen, et al. 1992;
Blok et al., 1992; Sharpe et al., 2003). Estudos in vitro demonstram que o FSH é capaz de
induzir a expressao de iAR em células de Sertoli. De acordo com alguns autores, o FSH
estaria auxiliando na expressdo do receptor na fase pré-pubere, ja que a testosterona
estd em doses baixas. Porém, em ratos adultos, a expressao deste receptor depende dos
niveis circulantes de androgénios, os quais sdo importantes na manutencdo do
conteudo de iAR nas células de Sertoli (Sharpe, 1994; Sharpe et al., 2003; McKinnell et
al. et al., 2001; Wang et al., 2009; Li-Ji Zhu et al., 2000).
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1.5. TESTOSTERONA

A testosterona é um hormoénio esteroide androgénico produzido pelas células de
Leydig sob estimulo do horménio luteinizante (LH). A regulacdo da liberagdo da
testosterona ocorre primeiramente quando ha a liberacdo do hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) pelos neurdnios do nucleo arqueado no hipotalamo. Esse
hormonio é lancado no sistema porta-hipofisario e estimula a adeno-hipdfise a sintetizar
o LH e o hormonio foliculo estimulante (FSH). O LH tem como fun¢do atuar sobre as
células de Leydig do testiculo promovendo a sintese de andrégenos, principalmente a
testosterona. As células de Leydig estdo presentes no intersticio entre os tubulos
seminiferos do testiculo e sdo as principais fontes de testosterona no homem. Existem
trés fases em que as células de Leydig produzem testosterona no homem: no periodo
fetal, para masculinizacdo do feto e para descida dos testiculos; em um segundo
periodo, que é descrito como pico pds-natal de testosterona, que acontece no primeiro
trimestre de vida pds-natal; e o Ultimo periodo que coincide com o desenvolvimento da
puberdade (Prince, 2001). A testosterona produzida no intersticio testicular se difunde
para os tubulos seminiferos onde vai agir nas células de Sertoli dando suporte a
espermatogénese e influenciando diretamente na fertilidade. Na circulacdo sanguinea,
a testosterona vai regular fungdes na préstata, nos musculos, ossos, coragao e foliculo
piloso. A testosterona também pode ser obtida pela conversdo, nos tecidos periféricos,
da androstenediona sintetizada pelas gonadas e pela glandula adrenal. Nas mulheres,
toda a testosterona circulante é derivada da conversdao nos tecidos periféricos da
androstenediona secretada pelo ovario e glandula adrenal. A testosterona é convertida
em estradiol pela aromatase presente em tecidos como o cérebro e o tecido adiposo e
pode ser convertida em diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5 a-redutase presente em
tecidos que expressam esta enzima, como a prostata e o foliculo pilo-sebaceo. A DHT é
mais potente que a testosterona para a diferenciagao sexual masculina, porque a DHT
tem 10 vezes mais afinidade pelo iAR do que a testosterona (Kronenberg et al., 2008).

A fertilidade masculina depende de uma continua producdo de

espermatozoides, processo conhecido como espermatogénese. Esse processo envolve
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uma série coordenada de divisGes mitdticas e meidticas, além de passos de
diferenciacdo celular que sdo comandados por eventos autdcrinos, paracrinos e
enddcrinos. A regulacdo enddcrina da espermatogénese acontece principalmente pela
acdo do hormonio foliculo estimulante (FSH) e na testosterona sobre as células de
Sertoli (Sharpe, 1994; McLachlan et. al., 2002).

Nos machos, a testosterona é essencial para a diferencia¢do sexual adequada e
a manutencdo da espermatogénese, que é a progressao e desenvolvimento de células
germinativas em espermatozoides maduros. Sabe-se que ndo ha expressdo de
receptores de andrégenos nas células germinativas, portanto a testosterona é essencial
para o desenvolvimento destas células por agir principalmente pelo receptor de iAR nas
células de Sertoli, que sdo as principais transdutoras de sinais da testosterona para as
células germinativas. Essa sinalizagdo é necessdria para a manutencdo da barreira
hemato-testicular, a conclusdao da meiose, a fixacdo das células germinativas nas células
de Sertoli e a liberacdo dos espermatozoides maduros (Johnston et. al., 2001; Meng et.

al., 2005; Willems et. al., 2010).

1.6. MECANISMO DE ACAO DA TESTOSTERONA

1.6.1. AGAO CLASSICA DA TESTOSTERONA

A chamada “via cldssica” é a via pela qual os andrégenos atuam nas células pela
ligacdo em receptores de andrdégenos localizados no interior da célula (iAR), ativando a
expressao génica e a sintese de proteinas. Esse mecanismo é relativamente lento, pois
o tempo necessario para a via classica produzir uma resposta funcional é de cerca de 30-
45 minutos, pois é necessdrio que ocorra a transcricdo génica ap6s estimulacdo pela
testosterona, ou seja, tempo suficiente para alterar os niveis de proteina na célula.

Na via classica, o andrégeno interage com o iAR no citoplasma e, ap6s a ligacao

do andrdégeno, ocorre uma alteragdo conformacional no iAR que permite que o receptor



26

seja deslocado para o nucleo, ativando genes co-ativadores ou co-repressores de
proteinas para regular a expressdo génica (Shang & Myers, Brown et. al., 2002; Walker

2010).

1.6.2. ACAO NAO-CLASSICA DA TESTOSTERONA

Uma série de resultados demonstra que a testosterona pode atuar por meio de
outros mecanismos além do mecanismo cldssico, primeiro porque as concentracdes de
testosterona nos testiculos de humanos na fase pré-pubere e pubere sdao cerca de 25 a
125 vezes maiores do que a concentracdo encontrada no plasma. Devido aos elevados
niveis de testosterona produzidos localmente pelas células de Leydig, este horménio é
o principal regulador das funcbes testiculares e do trato reprodutor masculino. Esta
elevada quantidade de testosterona intratesticular é considerada mais do que o
necessario para regular a fungao testicular pelos iAR. Provavelmente este excesso de
hormoénio possa estar sendo utilizado de outra maneira, produzindo uma acdo nao-
cldssica. Poucos genes nas células de Sertoli sdo regulados pela testosterona e uma
grande porcentagem desses genes sdo inibidos na presenca do iAR (Walker, 2009; Jarow
et al., 2001).

A testosterona, quando atua por um mecanismo nao-classico, é capaz de gerar
respostas celulares que ocorrem dentro de segundos a minutos, antes mesmo que
aconteca a sintese proteica. Portanto, essas sdao agées que nao podem ser explicadas
pelo mecanismo cldssico (Rahman & Christian, 2007; Fardori et al, 2008). Essas respostas
rapidas podem ser explicadas pela ativacdo de cascatas de sinalizagdo envolvendo
mecanismos de membrana, como por exemplo, alteracdes resultantes da fosforilagao
gerada pelas cascatas de sinalizacdo que podem provocar alteragbes fisioldgicas
imediatas na célula, além de gerar efeitos indiretos ou mesmo alterar a transcricdo
génica ja vista em varios tipos celulares em reposta a testosterona (Rahman & Christian,
2007; Fardori et al., 2008, Walker, 2009). Foi demonstrado que a testosterona (em
concentragdes de 0,025 a 10 uUM) induz a despolarizagdo da membrana em células de
Sertoli e provoca o influxo de Ca?* nestas células em poucos minutos. Estas acdes ndo

sdo inibidas na presenca de flutamida (bloqueador do iAR). Além disso, esta resposta é
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especifica para esteroides androgénicos, uma vez que a progesterona e o estradiol ndo
produziram qualquer resposta nas células de Sertoli (Loss et al, 2004; Cavalari et al.,
2012). Os esteroides sintéticos como a nandrolona, e também flavonoides como a
catequina, produziram efeito similares, induzindo a despolarizacdo do potencial de
membrana das células de Sertoli, e de forma independente do iAR, pois o uso de
flutamida ndo bloqueia a a¢dao despolarizante (Cavalari et al, 2012).

Sao descritas para as células de Sertoli duas vias de sinalizacdo em resposta a
testosterona: uma delas é a ativagdao de MAP-cinase que promove a fosforilagao do fator
de transcricdo CREB (Walker, 2003; Rahman & Christian, 2007). A via da PLC também
participa desta resposta, pois a utilizacdo de U73122 (bloqueador da PLC) e toxina
pertussis (inibidor de proteina G) sdo capazes de inibir a despolarizacdo provocada pela
testosterona em células de Sertoli, indicando que as células de Sertoli ativam esta via
através de um receptor acoplado a proteina G. Sabe-se hoje que os receptores de outros
esteroides (que ja tém seus receptores isolados), como os receptores para estrogenos,
sao receptores acoplados a proteina G. O estradiol, por exemplo, também ativa a via da
PLC (Loss et al, 2004; Kelly & Ronnekleiv, 2008).

Os hormonios esterdides sao capazes de ativar a transcricdo génica mesmo na
ausencia da ligacdo do hormonio ao iAR por meio de um cross-talk com os hormonios
gue ocupam receptores presentes na membrana celular. O modelo ndo-classico é capaz
de modular a sobrevivencia e proliferacdo celular (Ueki et al, 2002). Numerosos estudos
demonstram diversos hormonios esteroides sdo capazes de ativar e a via da PI3K/AKT,
esta via medeia diversos fateres de cresimento celular, diferenciacdo, motilidade e
sobrevivéncia celular (Cantley et al, 2002).

A AKT (proteina serina-treonina cinases), também chamado PKB, é uma porteina
cinase da subfamilia de serina / treonina, dos quais trés isoformas, denominados AKT1,
AKT2, e AKT3, foram identificados. Apesar de serem produtos de diferentes genes,
isoformas de Akt estdo altamente relacionados, e exibem mais de 90% de homologia em
suas sequéncias. Alguns substratos de AKT ja foram mencionados como CREB um fator
de transcri¢cdo (Vanhaesebroeck, 2000).

A PI3K / Akt medeia crescimento celular induzida por andrégeno através de um
mecanismo ndo-cldssico que leva a sobrevivéncia celular e crescimento em osteoblastos

e células epiteliais (Kousteni et al., 2001; Migliaccio et al.,2000).
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A via Akt/mTORC1 é um regulador essencial para o musculo em resposta ao IGF-
1(Frost & Lang, 2007). Nos seres vivos a deficiéncia de testosterona estd associada a
uma reducgao no IGF-1 circulante e a administracdo de testosterona provoca aumento
de IGF-1, aumentando a expressdao de Akt (Yin, Chai, Yu et al., 2009). A castracdo de
ratos reduz a fosforilacao de Akt, acredita-se que por diminuir IGF-1, mas ainda ndo esta
claro como acontece (Ibebunjo et al, 2011, Haren et al, 2011).

Nos testiculos a manutencdo da funcdo reprodutora masculina depende de
geracdo de esperma normal durante a qual as células de Sertoli desempenham um papel
vital nesse processo e a expressao de Akt e Akt fosforilada serve como um biomarcador
testicular e esta relacionada a fertilidade (Cao XN et al, 2015). Em nosso trabalho,

avaliamos a fertilidade verificando se os tratamentos modificam a expressdo de Akt.

1.7. TESTOSTERONA E RECEPTOR DE MEMBRANA PARA ANDROGENOS
(mAR)

A existéncia de um AR ligado a membrana tem sido postulada por varios autores
com base nas respostas rapidas e na deteccdo da ligacdo da testosterona a membrana
plasmatica em diferentes tipos celulares. Essas ligacbes sdo vistas pela técnica de
citometria de fluxo e fluorescéncia com testosterona conjugada a albumina sérica (BSA)
e a um marcador fluorescente (T-BSA-MARCADOR). A T-BSA ndo atravessa a membrana
celular, portanto ndo pode se ligar aos iARs. Um dos primeiros trabalhos a identificar a
ligacdo da T-BSA em sitios ndo especificos foi realizado por citometria de fluxo em
células T do sistema imune. Foi usado o conjugadoT-BSA-FITC para avaliar a intensidade
da fluorescéncia. Enquanto o FITC e a BSA-FITC sozinhos ndo se ligaram na membrana,
o marcador conjugado com a testosterona (T-BSA-FITC) marcou as células (Benten et al.,
1999).

Essa ligacdo da testosterona na membrana foi verificada também em neurénios,
macrofagos, células de tumor de prostata (CaP) e midcitos cardiacos (Richardson et al,
1995; Benten et al. 1999; Stathopoulos et. al., 2003; Vicencio et al, 2006, Guo et al.,
2002). Um estudo realizado em células de musculo liso vascular mostrou a

especificidade de receptores na membrana para testosterona, pois a adicdo
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concomitante de outros horménios como Estradiol (Ez), E2;—BSA e DHT ndo deslocou a
ligacdo da T-BSA-Eurdpium (testosterona + marcador fluorescente) na membrana.
Porém, ao ser aplicado T-BSA mais de 50% na ligacao da T-BSA-Eurdpium foi deslocada,
mostrando uma ligacdo especifica para o hormoénio (Somjen D et al., 2004). Em células
CaP, a técnica de citometria de fluxo associada a imagens de fluorescéncia tém sido
bastante descrita para identificar ligagdes da T-BSA-FITC na membrana, inclusive em
linhagens de células DU145, que n3o expressam o iAR. Portanto, a existéncia de um
receptor de membrana para andrégenos pode ser plausivel, uma vez que outros
receptores de membrana para outros esteroides ja foram descritos, como para
progestrona (mPR) e para estrégeno (mER-, ER-alpha36, GPR30) (Dambaki et al.2005;
Hatzoglou et al., 2005; Smith et al., 2008; Kang et al., 2010).

1.8. EPITESTOSTERONA

A epitestosterona (17-hidroxi-4-androsten-3-ona) é um horménio enddgeno
natural. E considerado um epimero da testosterona, pois os dois horménios diferem em
apenas um carbono quiral (Arimasa & Kochakian, 1973; Lapcik et.al., 1995). Estudos em
humanos em idade pré-pubere demonstram que a concentracdo plasmdtica de
epitestosterona é ligeiramente maior do que a de testosterona nessa fase da vida, em
ambos os sexos. Na puberdade, em individuos do sexo masculino, a relacdo
testosterona/epitestosterona aumenta devido ao aumento na sintese de testosterona
ser maior em relacao ao da epitestosterona. Na vida adulta, a relacdo entre testosterona
e epitestosterona é de 6:1 e se mantém constante até os 50 anos, quando comeca a
declinar (Lapcik et al., 1995).

A sintese enddgena de epitestosterona ocorre pela agdo de duas vias diferentes
a partir da desidroepiandrosterona (DHEA) (Bellemare et al., 2005). Um estudo realizado
em tecido testicular de ratos demonstra que a producao da epitestosterona ocorre a
partir da pregnenolona pela sintese de 5-androstene-3f3, 17a-diol (epi5-diol) e que este

é convertido para epitestosterona por acdo da enzima 3B-hidroxiesterdide
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desidrogenase (3B3-HSD) (Bellemare et al., 2005). Mais recentemente, foi demonstrado
uma possivel nova rota para a sintese desse esteroide, que é produzido via
transformacao de 4-diona em epitestosterona por acao da enzima 17a-hidroxiesteroide
desidrogenase (17a-HSD). Isso explica o porqué de a administracdo de 4-diona em
homens saudaveis aumentar a taxa de excre¢do urinaria de epitestosterona (Fig. 5)

(Bellemare et al., 2005).
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Figura 5: Vias de sintese da Epitestosterona. (A) Conversdao de DHEA a epi5a-diol e a EpiT. (B)
Conversdo de DHEA a4-dione e EpiT. Fonte: Adaptado de (Bellemare et al., 2005) (Bellemare et al.,
2005.)

Embora ndo existam resultados claros que mostrem um potencial precursor da
epitestosterona in vivo, a 5-androstene-3b17adiol (Ae-17a-diol) tem sido considerada
como sendo o principal precursor da epitestosterona (Weusten et al., 1989; Bellemare
2005).

Sabe-se que a Ae-17a-diol pode ser sintetizada diretamente a partir da
pregnenolona, em uma Unica etapa por a¢ao direta de CYP17, enzima que desempenha
um papel central no metabolismo dos esteroides. A CYP17 cataliza a hidroxilacdo de 17-
a-pregnenolona em progesterona. Portanto a ac¢do direta da CYP17 para formar o
precursor Ae-17a-diol vem sendo considerada uma possivel via para producdo de
epitestosterona, como mostrado na Fig. 6 (Dehennin, 1993; Picado-Leonard, 1987;

Schulze et al., 2008).
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Figura 6. Vias metabdlicas de formagao dos andrdgenos. A linha tracejada se refere a via sugerida para
epitestosterona. Conversdo de Ae-17a-diol em epitestosterona por acdo de CYP17. Adaptada de

Como a testosterona ndo pode ser convertida em epitestosterona, tanto em
ratos como em humanos, a razdo testosterona/epitestosterona é muito utilizada nos
testes anti-doping em humanos, pois qualquer uso de testosterona aumenta esta
relacdo. Os primeiros testes usavam a relacdo de 6:1 como um limite para um teste
positivo. Porém hoje, a Organiza¢cdo Mundial Anti-doping (WADA) reduziu o limite para
4:1 (T:E) (Bellemare 2005; WADA 2011). A administracao de epitestosterona juntamente
com a testosterona é capaz de mascarar o teste anti-doping. Por esse motivo a
epitestosterona foi incluida na lista de substancias proibidas pela WADA (WADA, 2006).

A excrecdo urinaria da epitestosterona varia conforme a idade e o sexo. Em
meninos, a excrecao é baixa na infancia, mas aumenta apds a puberdade e se mantém
constante até aproximadamente 60 anos de idade, momento em que a excrecdo desse
hormonio decresce levemente (De Nicola et al., 1966 Lapcik et.al., 1995). A excrecdo
urinaria da epitestosterona se mantém constante em relacdo a testosterona durante a
vida adulta e o clearance renal é semelhante (Heck H, Hollmann W & Liesen H. Kohl
1983; Dehennin & Peres, 1996).

Pouco se sabe sobre a acdo da epitestosterona e até pouco tempo acreditava-se
que fosse um hormonio inativo (Sanders 2007). Uma agdo para a epitestosterona foi
postulada em um estudo realizado por Nuck e colaboradores (1987), no qual a
implantacdo subcutanea de epitestosterona diminuiu a estimulagdo androgénica em
hamsters, com reducdo da pigmentacdo, do crescimento de glandulas sebaceas e do
didametro do foliculo piloso. A partir deste trabalho foi sugerida uma agdao anti-

androgénica da epitestosterona. Este esterdide inibe a acdo da testosterona por
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promover o bloqueio da enzima 5a-redutase, responsdvel por converter testosterona
em diidrotestosterona (DHT), a qual exerce efeitos androgénicos em érgdos-alvo. Qutro
mecanismo responsdvel por este efeito anti-androgénico é a inibicdo competitiva do
receptor de androgénios intracelular, visto que uma acdo direta da DHT é também
inibida pela epitestosterona (Nuck et al., 1987, Starka et al., 1989). A ligacdo da
epitestosterona ao receptor de androgénios ocorre com um décimo da afinidade da
testosterona por este receptor. Outro relato que comprova a sua agao anti-androgénica
é a reducdo do tamanho de drgaos dependentes de androgénios em ratos e
camundongos, tais como as vesiculas seminais e rins, e a diminuicdo da densidade dssea
e do conteudo de fosfato e de calcio no osso femoral em ratos tratados com este
esteroide. Em comparacdao ao grupo de ratos castrados e com reposicio de
testosterona, a diminuicao do peso de 6rgaos foi muito superior no grupo que recebeu
epitestosterona, sendo seu efeito anti-androgénico maior em relacdo ao apresentado
pelo grupo tratado com acetato de ciproterona (inibidor do iAR) (Starka et al., 2001;
Starka et al., 2003; Broulik,1997). Alguns estudos também demonstraram a presenca de
baixos niveis de epitestosterona em amostras de cabelo de homens com calvicie. Este
esterdide é capaz de bloquear a enzima 5a-redutase e, portanto, reduzir os niveis de
DHT, um dos principais andrégenos envolvidos no desenvolvimento do padrao
masculino de calvicie (Choi et. al., 2001; Ellis et. al.,1998). Além de uma acdo anti-
androgénica, acdes ndo classicas tém sido demostradas para o horménio (Hammond et
al., 2001; De Castro A. et al., 2012; Da Rosa et al., 2014). Um estudo realizado por
Hammond e colaboradores (Hammond et al., 2001) demonstrou uma leve acdo
neuroprotetora da epitestosterona em cultura de neurdnios humanos submetidos a
privacdo de soro, levando a diminui¢ao da apoptose nessas células. Apds o bloqueio do
receptor intracelular de androgénios, com o antagonista flutamida, este efeito protetor
se manteve, demonstrando ocorrer por uma via independente deste receptor. Estudos
demonstraram a presenca de epitestosterona no cérebro de ratos machos e fémeas
imaturos sexualmente, provavelmente devido a presenca da enzima 17a-
hidroxiesteroide redutase no tecido cerebral (Gustafsson et. al., 1976). Em células de
Sertoli de ratos, a epitestosterona promove uma despolarizagao do potencial de
membrana e aumento no influxo de Ca%* intracelular: essas s3o a¢des rapidas que n3o

sdo bloqueadas pela flutamida (De Castro et al., 2012). Essa despolarizacdo foi vista em
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células de Sertoli de ratos neonatos (4 dias de idade) que ndo possuem expressao do
iAR, provavelmente por estar agindo em um receptor diferente do intracelular (Da Rosa

et al., 2015).

1.9. CETRORELIX

O cetrorelix é um potente antagonista do GnRH ou LHRH, que promove a
supressado das fungdes dos testiculos por inibir competitivamente o receptor de GnRH
presente na hipdéfise (Bajusz et al., 1988). Logo apds a administracdo subcutanea, o
cetrorelix é absorvido rapidamente em aproximadamente 2 horas e a eliminacdo dos
tecidos também é rdpida e dentro de 48 h apds a administracdo pela via intraperitoneal.
ConcentragGes muito baixas foram encontradas no sistema nervoso central, indicando
gue esse tecido possui uma baixa permeabilidade ao cetrorelix devido a existéncia da
barreira hematoencefalica (Chu et al., 1985; Fekete et al., 1989; Schwahn, et al., 1997).
Em ratos machos, a liberacdo de GnRH ocorre logo apds o nascimento,
aproximadamente no 52 dia de idade até a maturidade sexual. Esse aumento é lento em
um primeiro momento e comeca a acelerar da fase infantil até a puberdade
promovendo o desenvolvimento sexual. Apds o amadurecimento sexual, onde os niveis
de testosterona aumentam drasticamente, ocorre uma diminuicdo dos niveis de GnRH
principalmente devido ao feedback negativo da testosterona (Dalkin et al., 1989, Halmos
et al.,1996). A administracdo de cetrorelix na idade infantil e juvenil reduz os aumentos
de GnHR nestas idades, reduzindo também o desenvolvimento sexual (Halmos et
al.,1996).

O cetrorelix, quando administrado em ratos Wistar machos imaturos, promove
uma diminuigdo na secregao de FSH e LH, resultando em concentragdes de testosterona
comparaveis as da castracdo, diminuindo o peso dos testiculos sem alterar o peso

corporal dos ratos (Atanassova et al., 2005, Walczakledrzejowska et al., 2011). A
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utilizacdo de cetrorelix combinado com a reposi¢cao hormonal de testosterona faz com
gue o peso dos testiculos retorne ao normal, restaurando também o desenvolvimento
testicular. Dessa forma o cetrorelix utilizado concomitantemente com outro hormonio
é capaz de mostrar o efeito isolado do hormonio reposto (WalczakJedrzejowska et al.,
2011). Ao utilizar cetrorelix em nosso trabalho, podemos ndo sé ver o efeito da
castracdo, mas o efeito da reposicao hormonal com a eptitestosterona ou testosterona,
podendo assim verificar a acdo isolada de cada hormonio na funcao testicular.

Avaliar o efeito isolado da epitestosterona é uma forma de obtermos uma
compreensao da importancia fisiolégica deste hormdnio ao longo do desenvolvimento
sexual. Ao contrario da testosterona, os seus niveis plasmaticos estdo elevados em
individuos na idade pré-pubere, porém ha poucos estudos sobre o seu papel e a

importancia desses hormoénios na manutencao do periodo de imaturidade sexual.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos do tratamento em ratos imaturos

castrados com epitestosterona e testosterona em parametros do desenvolvimento

e na resposta nado classica da testosterona.

b)

d)

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito dos tratamentos com epitestosterona e testosterona em ratos
castrados com cetrorelix (antagonista do GnRH), nos seguintes parametros: Peso
corporal, peso testicular e distancia anogenital

Analisar, através da técnica eletrofisiolégica a resposta ndo-classica da
testosterona na membrana das células de Sertoli nos ratos dos diferentes
tratamentos

Avaliar, mediante técnica de imuno-histoquimoca e Western Blotting , o padrao
de imnorreatividade ao iAR nas células de Sertoli e a expressdo do receptor
intracelular de andrdégenos (iAR) em testiculos de ratos submetidos aos
tratamentos

Verificar a expressao de AKT em testiculos de ratos submetidos aos tratamentos,

através do Western Blotting nos animais com diferentes tratamentos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS E TRATAMENTO

Foram utilizados testiculos de ratos de 15 dias de idade da espécie
Rattus norvegicus - linhagem Wistar, provenientes do Centro de Reproducdo e
Experimentacdo de Animais de Laboratdrio (CREAL) do ICBS/UFRGS. Os ratos machos
provenientes do CREAL chegavam ao ICBS acompanhados das maes com 3 dpn para
aclimatacao de 3 dias. No 72 dpn, os animais foram pesados, a DAG foi medida
(explicado abaixo). Apds a pesagem e a média da DAG os animais foram submetidos aos
tratamentos com os hormodnios. O tratamento de todos os grupos teve inicio do 72 dpn
ao 142 dpn. Os ratos ficaram com as maes até o momento dos experimentos. As maes
foram mantidas com no maximo dez filhotes em gaiolas individuais onde receberam
racao (Nuvilab, Nuvital CR1, Colombo, PR, Brasil) e dgua “ad libitum”. A sala onde os
animais permaneceram possuia um controle de ciclo claro/escuro com 12 horas cada
(as luzes permaneceram acesas das 7hs as 19hs) e temperatura em torno dos 222 C.

Os animais receberam um tratamento com 500ug/kg de cetrorelix (castragdo
quimica) sozinho ou juntamente com reposicdo hormonal de epitestosterona ou
testosterona, ambos horménios administrados na dose de 2,5mg/kg/dia. Além disso,
um grupo de ratos nao castrados foi tratado exclusivamente com epitestosterona na
mesma dose. Os hormonios foram diluidos em 50 uL de ciclodextrina (22% em agua) e
aplicados (com ou sem a administracdo simultanea de cetrorelix) pela via intraperitoneal
com agulha hipodérmica curta de até 25x5 mm. O grupo controle recebeu somente 50
pL do veiculo (ciclodextrina 22%) pela via intraperitoneal (Fig. 7). O tratamento dos
animais foi dividido de forma que animais de todos os grupos estivessem presentes em
todas as caixas, para que todos os grupos tivessem passado pela mesma mae (ver tabela

1). Os animais foram tratados diariamente por um periodo de 7 dias. No 142 dia de idade
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os animais foram pesados, a DAG foi medida, os animais foram eutanasiados e os
testiculos foram removidos, pesados e submetidos as técnicas de eletrofisiologia,
imuno-histoquimica e Western blot.

Os animais foram submetidos a uma medida da distancia anogenital (DAG) em
milimetros, que foi mensurada com paquimetro digital. A DAG é a medida entre o anus
e os 6rgaos genitais, usada como parametro de desenvolvimento sexual para verificar o
efeito da castracdo e exposicdo aos andrégenos (medida no inicio e no término do
tratamento). Os animais foram pesados, eutanasiados e logo apds os testiculos foram
retirados e limpos para posteriormente serem pesados com a finalidade de analisar o
efeito dos tratamentos nos parametros de desenvolvimento corporal e testicular. Todos
os ratos foram eutanasiados sem anestesia pela técnica de deslocamento cervical, pois
qualquer outro farmaco utilizado poderia alterar o resultado dos experimentos. A
técnica de deslocamento cervical consiste no rompimento da medula espinhal,
tratando-se de uma manobra rapida, que em fra¢des de segundos leva o animal a perda
total da sensibilidade e morte imediata, sendo feita por pessoas treinadas. Este método
é utilizado, pois outros métodos podem invalidar o resultado final do experimento. Cada
animal foi eutanasiado em uma sala separada da gaiola. Os testiculos utilizados para
eletrofisiologia foram retirados, limpos, decapsulados e colocados em salina de Hank’s.
Os testiculos utilizados para a técnica de Western blot foram retirados e colocados

imediatamente no nitrogénio liquido e armazenados no freezer -802C até a utilizacao.
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CONTROLE

EPITESTOSTERONA

CASTRADOS COM
CETRORELIX

CASTRADOS COM
CETRORELIX +
REPOSICAO
HORMONAL COM
TESTOSTERONA

CASTRADOS COM
CETRORELIX +
REPOSICAO
HORMONAL COM
EPITESTOSTERONA

Figura 7. Esquema dos grupos dos animais tratados.

2 controles 2 controles 2 controles 2 controles
2 cetrorelix 2 cetrorelix 2 cetrorelix 2cetrorelix
2 testosterona+cetrorelix 2 testosterona+cetrorelix 2 testosterona+cetrorelix 2 testosterona+cetrorelix

2 epitestosterona+cetrorelix 2 epitestosterona+cetrorelix 2 epitestosterona+cetrorelix 2 epitestosterona+cetrorelix

2 epitestosterona 2 epitestosterona 2 epitestosterona 2 epitestosterona

Tabela 1. Esquema do método de escolha para escolha dos grupos e ordem dos animais
tratados.
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3.2. ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da UFRGS sob o numero 21276.

3.3. SOLUGOES

3.3.1. SOLUGOES UTILIZADAS NA ELETROFISIOLOGIA:

Foi utilizada a solucdo HBSS (Hank’s Buffer Salt Solucion), a solucdo foi preparada
imediatamente antes da realizacdo dos experimentos a partir de solu¢gdes-mae (tabela
1), e HEPES, que era pesado e diluido em 4gua destilada no momento do experimento.
Todos os reagentes eram de pureza “pré-andlise” (P.A) da E. Merck (Darmstadt,
Alemanha), exceto o HEPES proveniente da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Para
o preparo do tampao foram misturados volumes iguais de cada solucdo mae, o HEPES e
agua destilada (até completar o volume desejado). O pH da solugao foi verificado
utilizando o pHmetro ajustado em 7,4 acrescentando-se NaOH (0,1 N). A solucdo foi

filtrada em papel filtro e mantida em gelo durante a preparacdo do experimento.
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Concentragao
Solugdo Estoque Solugdo Final
NaCl 29M 145 mM
KCI 34,3 mM 4,6 mM
CaCl, 32 mM 1,6 mM
Glicose 110 mM 5,5 mM
MgCl, 32 mM 1,6 mM
NaHCOs 100 mM 5mM
HEPES ok 10 M

Tabela 2. Composi¢do das solugdes estoque e solucdo final utilizados

na técnica de eletrofisiologia.

3.3.2. SOLUGOES UTILIZADAS NA IMUNO-HISTOQUIMICA:

Foi utilizado PBS (tampado fosfato salino) que contém tampao fosfato 0,2 M, pH
7,4, acrescido de NaCl (100 mM) e KCI (2 mM). O tampao fosfato 0,2 M foi preparado a
partir de uma solucdo de fosfato de sédio monobdsico (NaH,PO4) 0,2 M e uma solugdo
de fosfato de sddio dibasico (Na;HPO4) 0,2 M. As duas solu¢des foram tituladas uma na
outra de forma a atingir o pH 7,4. Os reagentes eram de pureza “pré-anadlise” (P.A) da
Synth (Diadema, SP, Brasil). Em algumas etapas do experimento de imuno-histoquimica
o PBS era acrescido de Triton X-100 0,2% (PBS-T). O Triton é um detergente que melhora
permeabilidade dos anticorpos no tecido. Foi utilizado também o tampao citrato para o
procedimento de reativacao, esse tampao foi preparado a partir de solugdes 0,1 M de
citrato de Na* e acido citrico. As duas solu¢des foram tituladas uma na outra de forma a
atingir pH 5,5. Essa solugdo era diluida 10x em agua destilada, obtendo-se entdo tampao

citrato, 0,01 M, pH 5,5.
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3.3.4. SOLUGCOES UTILIZADAS NO WESTERN BLOTTING:

Foi utilizado um tampao de carga (Tris 65mM, SDS 10%, glicerol 50%, azul de
bromofenol 0,03% e B-mercaptoetanol 1:20, pH 6,8), um tampao de corrida (Glicina
192mM, Tris 25mM e SDS 0,1%, pH8,3), um tampao de transferéncia (Tris 25mM,
glicina 192 mM e metanol a 20%, pH 8,3, um tampdo para lavagem com detergente
(TTBS: Tris 25mM, NaCl 140mM e Tween 20 a 0,05%) ou sem detergente (TBS: Tris
20mM e NaCl 140mM) e um tampdo para diluir os anticorpos (TTBS com albumina

bovina 2,5%).

3.4. SUBSTANCIAS UTILIZADAS

(2-hidroxipropil)-B-ciclodextrina: Fluka (St. Louis, MO, USA). Veiculo para os

hormonios testosterona, epitestosterona e para o cetrorelix. Dissolvido em agua
deionizada a 22%. A solubilidade de farmacos lipofilicos aumenta linearmente
com a concentragdo de hidroxipropil-B-ciclodextrina (HBC) devido a uma porgao
ndo-polar no HBC que resulta na solubilidade aumentada (Fig.8).
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Figura 8. Estrutura molecular da (2-hidroxipropil)-B-ciclodextrina.

Testosterona: Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). PM: 288, 429 Concentragao:
2,5uM diluido em 50 pL de ciclodextrina (22% de dgua) para os tratamentos (Fig.9). Para
os experimentos de eletrofisiologia a testosterona era diluida em etanol, sendo que a
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concentracdo final de etanol é menos de 0,1% na solugdo final. A dose da testosterona

na solugdo que foi aplicada ao banho era de 1 uM.

HsCc OH

Figura 9. Estrutura molecular da Testosterona

Epitestosterona: Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). PM 288,42. Epimero da
testosterona de ocorréncia natural (Fig. 10). Concentragdo: 2,5uM, diluido em 50 pL de

ciclodextrina (22%).

HsC OH

Figura 10. Estrutura molecular da epitestosterona.

Cetrorelix (Cetrotide): (0,25mg-Serono) Concentracdo de 500ug/kg.0 acetato de

cetrorelix (Fig. 11) antagonista do GnRH.
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Figura 11. Estrutura molecular do cetrorelix.
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Anti-AR: Anticorpo anti-AR: Santa Cruz Biotechnology, Inc. AR (Dallas, TX, USA), cédigo
sc-816. Anticorpo policlonal, desenvolvido em coelho, diluido em PBS na proporc¢ado

1:250 para a imuno-histoquimica e diluido em TTBS e albumina 2,5% na proporc¢ao de
1:1000 para a técnica de Western blot (PM:110 kDa: proteina de interesse).

Complexo peroxidase antiperoxidase (PAP): Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Diluido em PBS-T na concentrac¢ao de 1:500.

Cromoégeno diaminobenzidina (DAB): Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA), cédigo
D5637. Diluido em PBS-T na concentracdo de 0,06%.

IgG: Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA), cédigo R2004. Anticorpo secundario anti-
coelho desenvolvido em cabra. Diluido em PBS-T na concentragao de 1:100.

Fixador de Bouin: Sigma-Aaldrich Co. (St. Louis, MO, USA) - acido picrico 0,9%, acido
acético 5% e formol 9%.

Soro normal de cabra: Milipore, Merck KGaA® (Darmstadt, Alemanha). Diluido em PBS-

T na concentragdo de 3%.

Anticorpo anti-Akt: Santa Cruz Biotechnology, Inc. AR (Dallas, TX, USA) foidiluido em
TTBS e albumina 2,5% na proporgao de 1:1000 (PM:60 kDa da AKT).

Anticorpo anti-GAPDH: Millipore, diluido em TTBS e albumina 2,5% na proporc¢do de

1:1000 (PM: 36kDa GAPDH).
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4. TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Para determinar a imunorreatividade ao iAR nas células testiculares, apds os
tratamentos em ratos Wistar no 152 dpn, os testiculos foram retirados dos animais e
fixados em liquido de Bouin por quatro horas. As amostras foram lavadas em alcool 70%
até que o fixador fosse retirado por completo. Posteriormente, os tecidos foram
desidratados em série alcodlica crescente (etanol, 70, 80 e 96% e alcool isopropilico
100%), durante 1 h-1 h30min cada, diafanizados em xilol (2 banhos de 1h30min cada),
impregnados e incluidos em parafina para posterior sec¢do em micrétomo (Micron®)
com cortes de 5 um de espessura. Os cortes foram distendidos paralelamente sobre
laminas histolégicas, de forma que cada lamina continha dois cortes de cada um dos
grupos experimentais. Os cortes foram desparafinizados em xilol, hidratados em série
alcodlica decrescente (etanol 100, 96 e 90%) durante 1:30 minuto, seguido de enxague
em agua destilada e finalizando em PBS, pH 7,4. Em seguida, os cortes foram submetidos
ao procedimento de imuno-histoquimica para a deteccdo do iAR. Para o procedimento
de imuno-histoquimica as laminas contendo os cortes foram incubadas por 30 minutos
em uma solugdo de metanol 10% diluida em solugao de perdxido de hidrogénio 3% a
temperatura ambiente para o bloqueio da atividade da peroxidase enddgena. A seguir,
os cortes foram lavados (2 x 15 min) com PBS acrescido de Triton X-100, 0,2% (PBS-T),
transferidos para cubas contendo tampao citrato (0,01M, pH 5,5) e aquecidos em um
forno de microondas (5 vezes de 2 min) para a reativacdo do antigeno.

Os cortes foram mantidos a temperatura ambiente até resfriar e, apds duas
lavagens com PBS-T, foram pré-incubados por 30 minutos com soro normal de cabra 3%,
para bloqueio dos sitios inespecificos de ligacdao do anticorpo. Apds o bloqueio, foi feita
a incubacdo com o anticorpo primario anti-iAR na concentrac¢do de 1:250, durante 24h
a 4°C. Apos a incubacdo com o anticorpo primario, os cortes foram lavados duas vezes
em PBS-T por 15 minutos. Apds as lavagens, os cortes foram incubados por 1h30min a
temperatura ambiente com um anticorpo secundario IgG anti-coelho desenvolvido em
cabra na concentragado de 1:100. Os cortes foram lavados por mais duas vezes em PBS-
T e entdo incubados com o complexo peroxidase-anti-peroxidase (PAP) 1:500 por

1h30min. O complexo PAP reage imunologicamente com o anticorpo secundario, que
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por sua vez, reconhece o anticorpo primadrio. A peroxidase de rabanete (HRP) acoplada
ao PAP combina-se com o perdxido de hidrogénio (H202), resultando em um complexo
HRP-H202, que pode oxidar diferentes cromégenos. A oxidacdo desses cromdgenos
resulta em um precipitado corado. Os cortes foram novamente lavados duas vezes em
PBS-T por 15 minutos. Posteriormente, foi realizada a revelacdo da reacdo imuno-
histoquimica, incubando-se os cortes em uma solu¢do contendo o cromégeno
diaminobenzidina (DAB) 0,06% por 10 minutos, sob agitacdo constante. Em seguida,
uma solugao de H202 10% diluida em dgua destilada, foi aplicada a solugdo de DAB na
proporcdo de 1uL H202 10% para cada 1000 plL da solucdo de DAB.

Os cortes foram incubados por mais 10 minutos até o aparecimento de um
precipitado de cor parda. Apds a revelacao, os cortes foram lavados diversas vezes em
PBS. Os cortes foram contracorados com hematoxilina por 20 segundos e lavados em
agua corrente por 20 minutos para que os nucleos adquiriram coloracdo levemente
roxa. Na sequéncia, os cortes foram lavados em dgua corrente por 20 minutos. Para
finalizar o processo as laminas foram desidratadas em série alcodlica crescente (90, 95
e 100%) duas vezes de 1 min e diafanizadas em xilol por 2 vezes de 2 min. As laminas
foram montadas com bdalsamo do Canada e laminulas.

A fim de determinar a especificidade da reacdo imuno-histoquimica observada,
um grupo controle negativo foi utilizado para verificar a especificidade do anticorpo
utilizado para reconhecer o antigeno em estudo. No grupo controle negativo o anticorpo
primario foi omitido e nenhuma reac¢do imuno-histoquimica foi observada.

A observacdo da reacdo imuno-histoquimica foi realizada em microscépio Optico
(NIKON® modelo Eclipse E600). Apds a observacao, alguns cortes foram selecionados e
fotografados com o auxilio de uma camara digital acoplada ao microscépio, pelo sistema
de captura de imagens Motic Images Plus® 2.0, utilizando a objetiva de 40x. A andlise

das imagens capturadas foi realizada com a utilizacdo software ImageJ®.
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4.1. QUANTIFICAGAO DA IMUNORREATIVIDADE AO iAR EM CELULAS SERTOLI

A intensidade da imunorreatividade ao iAR foi verificada por densitometria
Optica utilizando as imagens previamente capturadas e o software Imagel®. As imagens
foram convertidas para imagens digitais dentro de uma escala de 256 tons de cinza onde
o nivel de cinza para cada pixel variava de O (preto) - 255 (branco).

Foram processadas 5 laminas por animal (n=4 animais/grupo experimental),
conforme figura x. Foram capturadas 5 imagens de cada grupo experimental por lamina,
totalizando 25 imagens por animal e 100 imagens por grupo experimental. De cada
imagem capturada foram selecionados dois nucleos de células de Sertoli para andlise,
totalizando 50 nucleos de células de Sertoli por animal e 200 por grupo experimental.

Os nucleos analisados tinham as bordas bem definidas e foram circundados
manualmente por experimentadores que nao conheciam os tratamentos experimentais.
Apbds a selecdo da regido, o programa forneceu a média da intensidade de cinza de todos
os pixels da area selecionada e esse nimero foi utilizado para o cédlculo da densidade
Optica. A coloracdo de fundo (“background”) de uma darea ndo imunorreativa foi
determinada e utilizada para a correcao das leituras de densidade optica. Todas as
condicdes de luminosidade foram mantidas constantes durante a captura das imagens.
O numero amostral que aparece nos graficos relativos a densitometria éptica representa
o numero de nucleos analisadas somando-se todos os animais de um mesmo grupo

experimental. A densidade dptica foi calculada através da seguinte formula:

OD=-log{(I-B)-|(BG-B)-(IT-B)]}/(I-B)

OD: Densidade dptica;

| (“incident”): intensidade maxima de luz incidental, neste trabalho 255;

B (“Black”): Intensidade gerada quando nenhuma luz passa através do material, neste
trabalho 2;

BG (x,y): (“background”): intensidade de fundo em um determinado pixel.
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IT (x,y): (“intensity”): é a intensidade de um determinado pixel da area analisada.
Os valores da densidade éptica obtidos para cada grupo de animais foram analisados

estatisticamente.

5. TECNICA ELETROFISIOLOGICA DE REGISTRO INTRACELULAR

Na técnica de eletrofisiologia foram utilizados os ratos de todos os grupos
tratados com 14 dias de idade. Os animais foram eutanasiados pela técnica de
deslocamento cervical e os testiculos foram imediatamente removidos por incisdo
abdominal e colocados em solugdo HBSS mantida no gelo. Em seguida, os testiculos
foram limpos, descapsulados e cuidadosamente estirados com uso de duas pingas de
ponta fina, para expor 5 a 10 tubulos seminiferos que foram fixados no fundo de uma
camara de perfusdao com um fio ortodontico.

A preparagdo era entdo levada ao microscépio invertido (/nverted Microscope
Diaphot — TMD, Nikon Instruments Inc. Melville, NY, USA) e conectada ao sistema de
perfusdao com HBSS. O HBSS mantido em banho a 36°C perfundia os tubulos com fluxo
de 1 mL/min com auxilio de uma bomba peristaltica (Rainin Instrument Co. Inc. —
Dynamax, modelo RP-1). A preparacao ficava 30 minutos se estabilizando antes do inicio
dos registros.

Ap0ds esse periodo, uma célula de Sertoli era empalada com um microeletrodo
de vidro, sob controle visual. A movimentacdo mecanica do eletrodo para aproximacao
das células e empalamento era realizado por um micromanipulador mecanico
(Narishige-Japao), capaz de executar movimentos macros e micros nos trés eixos.

O potencial de membrana da célula de Sertoli empalada foi registrado utilizando
um microeletrodo preenchido com KCl (3 mol/L), com resisténcia de 15 a 25 MQ. Esse
microeletrodo estava conectado a um amplificador intracelular (Intra 767, WPI Inc UK),
gue permite o monitoramento do potencial de membrana da célula por meio de um
osciloscépio (TDS 200 Tectronix, Inc). Os dados foram armazenados em um computador
por uma placa de aquisicdo de dados (TDS 210 Tectronix) e do programa Wave Star (Lite

versao 1.0.10, 1996 Tectronix, Inc.). Pulsos de corrente quadrados (0,5 nA, 0,5 Hz e 200
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ms) foram aplicados através do eletrodo de registro por um estimulador de pulso de

corrente (S48K Astromed, Grass instruments) (Figura 12).

TUBULOS SEMINIFEROS IMATUROS
MICROELETRODO rA’ .

M = 4420.5mV

M = 9.300.7M0

RATO DE 13 DIAS DEIDADE

Figura 12:A. Representacio esquematica da técnica eletrofisioldgica
em tubulos seminiferos com a média dos valeres basais de potencial
de membrana e resisténcia da membrana. B.Representacio de um
registro de controle de uma célula com potencial de membrana de -
47mV. Os tragos verticais correspondem a resisténcia da membrana
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Foram utilizadas apenas células que apresentassem potenciais de membrana
mais negativos que —25 mV, uma vez que, de acordo com trabalhos anteriores do
laboratério, esse potencial de membrana é comumente registrado em células de Sertoli
(Loss, 2004, Cavalari et al., 2012; De Castro et al., 2012; Da Rosa et al, 2015). Apods a
estabilizacdo do potencial de repouso da célula por pelo menos 2 minutos, o horménio
testosterona, foi aplicado topicamente a camara de perfusdo para células de todos os
grupos, sendo registrado o potencial apds a aplicacdo por pelo menos 5 minutos. Foram
registradas e comparadas as variagdes do potencial e da resisténcia da membrana de

células de Sertoli apds a aplicacdo tépica dos hormonios.

6. TECNICA DE WESTERN BLOTING

6.1. HOMOGEINEIZACAO DO TECIDO

As amostras de testiculos foram descongeladas e homogeneizadas com um
tampao de lise (Nacl 150mM, tris 20mM, EDTA 5mM, glicerol, NP 40 10% e PMSF 1mM,
pH 7,4), mantido em gelo. Os testiculos homogeneizados foram centrifugados a 3000 x
g por 10 minutos em centrifuga (Sorvall Rc 5B-rotor SM 24) refrigerada a 42C. Logo apds

foi feita a quantificacdo das proteinas.

6.2. DOSAGEM DE PROTEINAS

As proteinas contidas na amostra de um testiculo foram quantificadas utilizando
a comparagdo de uma curva padrao com diferentes concentrag¢des proteicas conhecidas
e cujas amostras foram lidas em espectrofotometro em leitora de cubetas (Benchmark
Biorad). O método utilizado foi o de Bradford (Bradford, M. 1976) no qual as proteinas
das amostras se ligam ao Azul Comassie Brilhante-G-250. Este complexo formado

apresenta absor¢cdao maxima em um comprimento de onda de 595nm.
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6.3. WESTERN BLOTTING

Para quantificar a expressao da proteina do iAR, as proteinas das amostras foram
separadas por SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sédio) utilizando um sistema mini-protean da Bio-Rad. Para isso, 45ug de proteinas do
homogeneizado foram pipetadas em cada pogo de um gel 8%, com tampao de carga
(Tris 65mM, SDS 10%, glicerol 50%, azul de bromofenol 0,03% e B-mercaptoetanol 1:20,
pH 6,8) e o padrdo de peso molecular correu no mesmo gel. O peso molecular das
proteinas estudadas foi verificado pela utilizagdo do marcador padrdo de peso molecular
(Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers, GE Helathcare). As amostras foram
aquecidas a 902C por um periodo de 2 minutos antes de serem aplicadas ao gel. Apds a
corrida (2h; 100V), as proteinas do gel foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (Hybond, Amersham) com voltagem de 100 V por 60 minutos na presenca
de um tampado de transferéncia (Tris 25mM, glicina 192 mM e metanol a 20%, pH 8,3).
Ap0s a transferéncia, membranas foram bloqueadas com leite em p6 (Molico, Nestle)
10% em TTBS (Tris 25mM, NaCl 140mM e Tween 20 a 0,05%) por 60 minutos e
posteriormente incubadas overnight a 42C com os seguintes anticorpos primarios: Anti-
AR (1:1000 - Santa Cruz), antifosfo-Akt (1:1000 - Santa Cruz) e anti-gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) (1:1000 - Millipore). Todos os anticorpos primarios
foram diluidos em tampdo (TTBS com albumina bovina 2,5%). Apds a incubagdo, as
membranas foram lavadas com TTBS por trés periodos de 10 minutos e incubadas com
o respectivo anticorpo secundario (Millipore 1:10000 em TTBS) durante duas horas, sob
agitacdo constante em temperatura ambiente. Antes de proceder a revelagcdo por
guimioluminescéncia, as membranas foram novamente lavadas por trés periodos de 10
minutos com TBS e submetidas a revelacdo, com o uso de um sistema de deteccdo de
substratos luminescentes (luminol e acido p-cumarico), pois havia H202 no meio e o
anticorpo secundario era acoplado a enzima peroxidase. As membranas foram expostas
ao filme autorradiografico Hyperfilm (Amersham) por um minuto. Os resultados obtidos
nas membranas foram relativizados aos valores com o anticorpo primdrio GAPDH na
concentragdo de 1:1000. Os filmes foram digitalizados e as intensidades das bandas

obtidas nas imagens foram analisadas densitometricamente pelo programa Imagel®.
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7. ANALISE ESTATISTICA

Para a anadlise estatistica foram utilizados o, ANOVA para medidas repetidas de uma
via ou ANOVA de uma via, seguida pelo pds-teste de Bonferroni e analise de inclinacao
de curva. As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad InStat versao
3.01, 32 bits para Windows 95/NT (GraphPad Software, Sdo Diego, Califérnia, EUA,

www.graphpad.com), GraphPad Prism® versdo 5.0 e software SPSS® versdo 17.0. Os

testes especificos utilizados em cada experimento foram citados nos resultados. Os
graficos foram construidos com o auxilio do software GraphPad Prism® versao 5.0. O

nivel de significancia admitido foi de 5% (p<0,05).


http://www.graphpad.com/
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8. RESULTADOS

8.1. PARAMETROS DE DESENVOLVIMENTO

8.1.1. PESO CORPORAL

Os animais foram pesados no primeiro dia de tratamento (72 pdn) e no ultimo
dia do tratamento (142 pdn). Foi utilizada a diferenca do peso entre o primeiro e o ultimo
dia de tratamento. Observou-se que os grupos nao apresentaram mudanca significativa
no ganho de peso quando comparado ao grupo controle (Fig. 13), embora o grupo

cetrorelix parece induzir uma leve reducdo no crescimento corporal.

Figura 13. Variacdo (A) no peso corporal (em g) dos animais submetidos aos diferentes
tratamentos experimentais. ANOVA de uma via demonstrou ndo haver diferenca
significativa entre os grupos. Controle (CRTL, n = 22), grupo Cetrorelix (CET, n = 21),
grupo Cetrorelix + testosterona (CET + T, n = 22), Grupo Cetrorelix + epitestosterona
(CET + EpiT, n = 22) e grupo epitestosterona (EpiT, n = 23).

15+

A Peso Corporal (g)
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8.1.2. PESO DOS TESTiCULOS

Apds os sete dias de tratamento, os testiculos foram removidos, no 142 dia de
idade, e observou-se que o peso Umido dos testiculos foi reduzido nos animais castrados
com cetrorelix em comparag¢ao com o grupo controle. A epitestosterona tem efeito de
recuperar o peso testicular. O grupo castrado e com reposigao de testosterona (CET+T)
em apresentou uma menor redugcdo no peso testicular em relagdo ao grupo controle. A

epitestosterona em animais ndo castrados ndo apresenta nenhum efeito em relagdo ao

Figura 14. Peso dos testiculos (mg) dos animais submetidos aos diferentes tratamentos
hormonais no ultimo dia de tratamento. ANOVA de uma via seguido do pds-teste de
Bonferroni. (a) p<0,001 em comparagdao ao controle, (b) p<0,05 comparado com o
controle (c) p<0,05 comparado com EpiT. Controle (CRTL, n = 22), grupo Cetrorelix (CET,
n = 21), grupo Cetrorelix + testosterona (CET + T, n = 22), Grupo Cetrorelix +
epitestosterona (CET + EpiT, n = 22) e grupo epitestosterona (EpiT, n = 23).

grupo controle (Fig. 14).

Peso Testicular (mg)
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8.1.3. DISTANCIA ANOGENITAL e INDICE ANOGENITAL

Os animais castrados com cetrorelix mostraram uma reducao significativa na
DAG em comparagdao com o controle e aos demais grupos. A reposicdo com
epitestosterona e com testosterona produziu uma recuperacao da DAG, enquanto que
o tratamento com epitestosterona em animais ndo castrados n3ao apresentaram
alteracdo quanto a DAG (Fig. 15) O célculo do indice anogenital (IAG) (DAG dividida pelo
peso corporal) reforca estes resultados mostrando que a inclinagdo das curvas nos

animais castrados é semelhante a do controle se comparado com o grupo castrado (Fig.

Figura 15 Variacdo das medidas da distancia anogenital (DAG) entre o primeiro e o
ultimo dia de tratamento com cetrorelix (antagonista GnRH), e de reposicdo com
testosterona ou epitestosterona e do tratamento com epitestosterona. ANOVA de uma
via seguido pelo pds-teste de Bonferroni. (a) p <0,001 em comparacdo com os demais
grupos. Control (CRTL, n = 22), Grupo Cetrorelix (CET, n = 21), grupo Cetrorelix +
testosterona (CET + T, n = 22), grupo Cetrorelix + epitestosterona (CET + EpiT, n =22) e

16).

A DAG (mm)

grupo epitestosterona (EpiT, n = 22).
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Figura 16. Regressao linear da variacdo do indice anogenital (IAG) medida no primeiro e
no ultimo dia de tratamento. (a) p> 0,0001, curva de desvio é muito diferente do CTRL.
CTRL(F=5,540;p=0,0233;n=21),CET(F=20; p<0,0001;n=21),CET+T(F=7,318;
p=0,0098;n=22)e CET +EpiT (F=7,111; p=0,0108 ; n = 22).

9. ACAO ELETROFISIOGICA DA TESTOSTERONA EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS DO
GRUPO CONTROLE (CTRL)

A aplicacdo tépica de testosterona (1uM) induziu uma despolariza¢do rdpida no
potencial de membrana das células de Sertoli, mostrando que a B-ciclodextrina, veiculo
utilizado para diluicdo dos horménios nos tratamentos, ndo afetou a despolariza¢do da
membrana induzida por testosterona, se comparada com resultados de trabalhos
anteriores. A resposta despolarizante foi significativa aos 180 segundos ap6s a aplicacao

de testosterona (Fig.17).
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Figura 17. Efeito da aplicacdo tépica da testosterona sobre o potencial de membrana
das células de Sertoli em tubulos seminiferos isolados de ratos do grupo controle (CTRL).
(A) Efeito da administracdo tépica de testosterona (1 uM) no potencial de membrana
das células de Sertoli de ratos do grupo CTRL em dpn 14. ANOVA para medidas repetidas
seguido do pds-teste de Bonferroni. (a) p <0,05 comparado com o potencial de repouso
(n =5) (B) Célula tipica do grupo CTRL apds a administracao tdpica de testosterona (1
UM). Tragos verticais correspondem a resisténcia da membrana.

9.1. AGAO ELETROFISIOLOGICA DA TESTOSTERONA EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS
CASTRADOS COM CETRORELIX (CET)

Foi observada que a aplicagdo tdpica de testosterona (1uM) nas células de Sertoli

de tubulos seminiferos isolados dos animais tratados com cetrorelix (500 pg/kg de peso
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corporal) resulta em uma rdpida despolarizacdo do potencial de membrana da célula de
Sertoli, que é significativa aos 180 segundos apds a aplicacdo de testosterona (p <0,05;
n = 7). A castracao quimica ndo interferiu na resposta despolarizante da testosterona
sobre o potencial de membrana das SC (Fig. 19). Este efeito foi semelhante ao observada

no grupo controle (CTRL) (Fig. 18).

_._ Tlestosterona 1 uM
-30- (CET)

S

E

M

c

S 35

£ -35-

5 a
s T

a

T -40- ¢

K] 1

o

=

b

Q

a '45 | I I I |

0 30 60 120 180
Tempo (segundos)

B

Testost

estosierona oy \_

10s
} ¢ T0 -
T Il"” TP V””' T T T A R A

Figura 18. Efeito da aplicacdo tépica da testosterona sobre o potencial de membrana
das células de Sertoli em tubulos seminiferos isolados de ratos tratados com cetrorelix
(CET). (A) Efeito da administracdo tépica de testosterona (1uM) no potencial de
membrana de células de Sertoli de ratos do grupo CET sobre dpn 14. ANOVA para
medidas repetidas seguido do pds-teste de Bonferroni. (a) p <0,05 em comparagao com
o potencial de repouso (n = 7). (B) célula tipica de grupo CET depois administragdo topica
de testosterona. Tragos verticais correspondem a resisténcia da membrana.
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9.2. AGAO ELETROFISIOLOGICA DA TESTOSTERONA EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS
TRATADOS COM O CETRORELIX E REPOSICAO DE TESTOSTERONA (CET +T).

A aplicagao topica de testosterona (1uM) produziu uma despolarizagdo rapida
sobre o potencial de membrana das células de Sertoli de tubulos seminiferos dos
animais do grupo castrado com cetrorelix (500ug/kg) e que receberam reposicdo de
testosterona (2,5mg/kg/dia). Esta resposta foi significativa aos 180 segundos apds a
aplicacdo de testosterona (p <0,001; n = 5) e foi semelhante a observada nos animais do

grupo controle (Fig. 19).
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Figura 19. Efeito da aplicacdo tépica da testosterona sobre o potencial de membrana
das células de Sertoli em tubulos seminiferos isolados de ratos tratados com cetrorelix
(500ug/kg) e testosterona (2,5mg/kg/dia) (CET + T). (A) Efeito da administracdo topica
de testosterona (1uM) sobre o potencial de membrana das células de Sertoli de ratos
do grupo CET + T em pnd 14. ANOVA de medidas repetidas seguida por Pds-teste de
Bonferroni. (a) p <0,001 em comparagdo com o potencial de repouso (n = 5) (B) Célula
tipica apds a administragdo tdpica de testosterona (1uM) CET + T. Tragos verticais
correspondem a resisténcia da membrana.



59

9.3. AGAO ELETROFISIOLOGICA DA TESTOSTERONA EM CELULAS DE SERTOLI DO
GRUPO CASTRADOS COM CETRORELIX E EPITESTOSTERONA (CET+EpiT)

A aplicagdo tdépica de testosterona (1uM) ndo teve efeito no potencial de
membrana das células de Sertoli de tubulos seminiferos dos animais que foram tratados
com cetrorelix (500ug/kg de peso corporal) e tiveram a reposicdo com epitestosterona
(2,5 mg/kg de peso corporal). O tratamento anulou a despolarizacdo induzida por
testosterona sobre o potencial de membrana de SC como observada nos demais grupos

(n = 12) (Fig. 20).
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Figura 20. Efeito da aplicacdo tépica da testosterona sobre o potencial de membrana
das células de Sertoli em tubulos seminiferos isolados de ratos tratados com o
antagonista de GnRH (cetrorelix) e epitestosterona (CET+EpiT). (A) Efeito da
administracdo topica de testosterona (1uM) sobre o potencial de membrana das SC de
ratos do grupo CET + EpiT em pnd 14. ANOVA de medidas repetidas (n = 11). (B) Célula
tipica de grupo CET + EpiT apds a administracdo topica de testosterona (1uM). Os tracos
verticais correspondem a resisténcia da membrana.
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9.4. ACAO ELETROFISIOLOGICA DA TESTOSTERONA EM CELULAS DE SERTOLI DE
RATOS TRATADOS COM EPITESTOSTERONA (EpiT)

A aplicacdo tépica de testosterona (1uM) induziu uma despolarizagdo rapida
sobre o potencial de membrana das células de Sertoli de tubulos seminiferos de ratos
do grupo tratado somente com epitestosterona (2,5 mg / kg de peso corporal), sendo
significativo a 120 e 180 segundos. O tratamento com epitestosterona ndo alterou a
resposta ndo-classica da testosterona sobre o potencial de membrana das células de

Sertoli (Fig 21).
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Figura 21. Efeito da aplicacdo tépica da testosterona sobre o potencial de membrana
das células de Sertoli em tubulos seminiferos isolados de ratos tratados com
epitestosterona (EpiT). (A) Efeito da administracdo tdpica de testosterona (1 uM) no
potencial de membrana de células de Sertoli de ratos do grupo EpiT no dpn 14. ANOVA
de medidas repetidas seguido pelo pds-teste de Bonferroni. (a) p <0,05 em 120
segundos e (b) p <0,001 a 180 seg em compara¢ao com o potencial de repouso (n =5).
(B) Célula tipica de grupo EpiT apds a administracao tépica de testosterona (1uM). Os
tracos verticais correspondem a resisténcia da membrana.
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9.5. COMPARAGAO DAS ALTERAGOES ELETROFISIOLOGICAS DA TESTOSTERONA NAS
CELULAS DE SERTOLI DOS DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTAIS AOS 180 SEGUNDOS

Para podermos comparar estatisticamente o efeito eletrofisiolégico da
testosterona entre os diferentes grupos experimentais, foi selecionado o tempo de 180
segundos apds a aplicagdo tdpica da testosterona (1um). Observamos que aos 180
segundos a resposta eletrofisioldgica dos animais castrados e submetidos a reposicao
com epitestosterona (cetrorelix+EpiT) apresentam diferenca significativa (p<0,05) em
relagdo ao grupo controle e ao grupo castrado com reposigdo de testosterona
(cetrorelix+T) (p<0.01). Entretanto, ndo ha diferenca significativa em rela¢do ao grupo
castrado (cetrorelix) e ao grupo de ratos tratados unicamente com epitestosterona

(EpiT) (Fig. 22).
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Figura 22. Varia¢do (A) do potencial de membrana das células de Sertoli aos 180
segundos apos a aplicacdo de testosterona (1 uM). O grupo controle (CRTL, n =5), grupo
Cetrorelix (CET, n = 7), grupo Cetrorelix + testosterona (CET + T, n = 5), grupo Cetrorelix
+ Epitestosterona (CET EpiT +, n = 11) e grupo Epitestosterona (EpiT, n = 5). ANOVA de
uma via seguido pelo pds-teste de Bonferroni. (a) p <0,05 e (b) p <0,01 em comparacao
com CTRL.
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10. WESTERN BLOTTING

10.1. ANALISE DA EXPRESSAO DE iAR e AKT EM TESTICULOS DOS DIFERENTES
GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foi feita a analise da expressao do iAR apds os tratamentos e se observou que
nos animais castrados quimicamente e tratados com epitestosterona houve uma
redugao significativa (p<0,05) da expressao do iAR em comparag¢do ao grupo controle
(Fig 23A). Quanto a analise da expressdo da AKT, ndo houve diferenca significativa entre

os animais dos diferentes grupos experimentais (Fig. 23B).
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Figura 23. Expressdo da proteina iAR (A) e da proteina Akt (B) nos tubulos seminiferos
dos animais dos diferentes grupos experimentais. Foi observada uma reducao
estatisticamente significativa (p<0,05) na expressdao do receptor iAR (A) nos tubulos
seminiferos dos animais castrados com cetrorelix e que receberam epitestosterona
(CET+EpiT). Nao foram verificadas diferencas significativas (p>0,05) na expressao da Akt
(B) entre os grupos experimentais. Os resultados foram normalizados em relagdo a
expressao da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e expressos em relagdo ao
grupo controle. ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de Bonferroni.
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11. IMUNO-HISTOQUIMICA

O presente estudo também avaliou a imunorreatividade ao iAR em testiculos de
ratos Wistar apds os tratamentos. A rea¢do imuno-histoquimica foi detectada pela
visualizacdo de um precipitado de coloracdo parda, que ndo foi observado quando o
anticorpo primario foi omitido. Como os cortes foram contracorados com hematoxilina,
os nucleos das células germinativas apresentam coloracdo azulada (Fig. 24).

A imunorreatividade ao iAR foi observada nos nucleos das células de Sertoli, das
células de Leydig e das células peritubulares. A andlise densitométrica da intensidade da
imunorreatividade mostrou diferenca significativa entre os grupos tratados com
epitestosterona reduzindo significativamente a densidade em relagdo aos grupos

controle e cetrorelix (Fig. 25).

Figura 24. Fotomicrografias mostrando a imunorreatividade ao receptor intracelular de
andrégenos (iAR) nos tubulos seminiferos dos animais dos diferentes grupos
experimentais. A imunorreatividade foi observada nos nucleos das células de Sertoli
(setas largas), das células de Leydig (setas finas) e das células peritubulares (cabecas de
seta). Grupo controle (A), Grupo Cetrorelix (B), Grupo cetrorelix +Testosterona (C),
Grupo Cetrorelix + Epitestosterona (D) e Grupo Epitestosterona (E). Barra de calibracdo:
50 um.
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Figura 25. Valores da densidade éptica da imunoreatividade ao iAR nos nucleos das
células de Sertoli dos diferentes grupos experimentais. ANOVA de uma via seguido do
pos-teste de Bonferroni. (a) p<0,05 em comparac¢do ao controle e ao grupo cetrorelix.
Controle (CRTL, n = 20%*), grupo Cetrorelix (CET, n = 20*), grupo Cetrorelix + testosterona
(CET + T, n = 10), Grupo Cetrorelix + epitestosterona (CET + EpiT, n = 20*) e grupo
epitestosterona (EpiT, n = 20*). *n = conjunto de células de 20 tubulos seminiferos de 2
animais.
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12. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram os efeitos do tratamento com
epitestosterona e com testosterona em ratos Wistar imaturos normais e castrados
quimicamente com um antagonista do GnRH sobre parametros do desenvolvimento e
na resposta eletrofisioldgica da testosterona na membrana das células de Sertoli. Os
ratos foram submetidos a castracdo com cetrorelix e a reposicdo hormonal com
testosterona ou epitestosterona por um periodo de 7 dias (7-14pnd) de forma que
conseguimos verificar o efeito isolado de cada hormoénio. Os poucos estudos publicados
qgue utilizaram o tratamento com epitestosterona foram realizados em ratos ndo
castrados. Dessa forma, para permitir uma comparagao com os dados da literatura,
utilizamos um grupo de ratos (ndo castrados) que foram tratados exclusivamente com
epitestosterona (Starka 2001; Starka 2003). O cetrorelix é um antagonista do GnRH que
produz castragao quimica por supressao da liberagdo de FSH e LH (Atanassova et al.,
2005). Em nosso trabalho utilizamos uma dose de 500 pg/kg de cetrorelix para tratar os
animais e a op¢ao desta dose foi baseada em estudos anteriores, nos quais foi observado
gue a administracdo de cetrorelix em ratos Wistar por um periodo de 10 dias (5pnd-
15pnd) suprime a sintese de FSH e LH (52% a 86%), reduzindo a concentragdo desses
hormbénios no plasma sanguineo aos niveis de castracdo de androgenos
(Walczakledrzejowska et al., 2011). A dose de testosterona e epitestosterona utilizada
nos tratamentos que realizamos neste trabalho foi de 2,5mg/kg. Segundo alguns
autores, a dose de testosterona de 2,5mg/kg, quando utilizada em ratos imaturos
hipogonadais (castrados), produz um aumento na concentracdo de testosterona
intratesticular e sérica. Este aumento é considerado suprafisioldgico para ratos imaturos
com a mesma idade utilizada nos nossos experimentos (D'Souza et al., 2005;
WalczakJedrzejowska et al., 2011). A dose de 2,5mg/kg de testosterona ndo influencia
na secrecdo de FSH (Walczakledrzejowska et al., 2009). Em ratos normais tratados por
trés semanas com doses crescentes de epitestosterona, houve reducdo significativa nos
niveis de testosterona e, embora ndo tenha ocorrido alteragdo nos niveis de LH, houve
uma diminuicdo na expressdo do RNAm para o LH, demonstrando um efeito deste

hormonio ao nivel das células hipofisarias (Lapcik et al., 1994).
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Os niveis normais de testosterona em ratos imaturos sdo baixos, mas sdo
essenciais para o desenvolvimento das células de Sertoli que ddo suporte as células
germinativas, esse desenvolvimento se reflete diretamente no crescimento testicular e
no sucesso da espermatogénese (Johnston D.S. et. al., 2001; Scott H.M. et al., 2008).

Em nosso trabalho verificamos que os tratamentos hormonais ndo alteraram o
ganho de peso corporal dos animais (Fig. 13). Outro estudo, entretanto, encontrou
respostas diferentes no qual o cetrorelix sozinho reduziu o ganho de peso corporal
quando aplicado na mesma dose que utilizamos por um periodo de 10 dias, assim como
os castrados com cetrorelix e submetidos a reposi¢cdo com testosterona (2,5mg/kg/dia)
(Walczak-Jedrzejowska, 2011). Em nosso trabalho ndo obtivemos esse resultado, talvez
por termos tratado os animais por um periodo menor de tempo. Por outro lado, a
eficacia do nosso tratamento com cetrorelix foi confirmada pela redugao da distancia
anogenital e do peso testicular. Os animais tratados com epitestosterona (castrados e
normais) também ndo apresentaram alteracdo significativa no peso corporal. Em outro
estudo, a redugao no ganho do peso corporal, porém nao de forma significativa, foi
verificada em ratos normais tratados com epitestosterona (2mg/kg/dia) por um periodo
de 21 dias e nao houve alteragdao no peso em ratos tratados com Casodex, um
antiandrogénico (antagonista de iAR). Broulik P. D. & Starka L., 1997). Em termos de
significancia, nosso trabalho encontrou o mesmo resultado obtido por Broulik, porém o
fator determinante para uma tendéncia na reducao do ganho do peso corporal pode ter
sido o tempo de tratamento que foi trés vezes mais longo que o que realizamos (Broulik
& Starka, 1997).

A dose administrada de cetrorelix (500ug/kg) reduz também o nivel de FSH no
plasma sanguineo aproximadamente em 52%. Provavelmente este seja um fator
importante na reducdo do peso testicular, assim como foi observado que reduz o
numero de células de Sertoli e também no nimero de células germinativas (Walczak-
Jedrzejowska, 2011).

O resultado que encontramos relacionado a reduc¢do do peso testicular quando
aplicado o cetrorelix esta de acordo com outro estudo no qual, utilizando a mesma dose
do antagonista de GnRH, o peso testicular reduziu pela metade em relagao ao controle.
No entanto, outros antiandrogénicos como a flutamida (bloqueador do receptor

intracelular de andrégenos) ndo interferem no peso testicular de ratos, mas um
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antagonista de GnRH (detirelix), semelhante ao cetrorelix, é capaz de reduzir o peso
testicular em ratos adultos (Chandolia R.K. et al., 2001). O tratamento com cetrorelix e
com reposicdo de testosterona restaura levemente o peso testicular, apesar do
resultado neste grupo ainda ser diferente do controle. Surpreendentemente, o
tratamento de reposicdo com epitestosterona ndo difere do grupo controle, assim
como, o tratamento somente com epitestosterona ndo afetou o peso testicular. Os
poucos trabalhos com epitestosterona em ratos normais ndo demonstraram reducado do
peso testicular. Foi demostrada em 1979 por Larminat M.A. & Blaquier, que o
tratamento com a epitestosterona reduz significativamente peso de vesiculas seminais,
prdstata, porém nao reduz peso testicular.

A medida da DAG é um fator morfoldgico andrégeno-dependente e é um
biomarcador da acdao androgénica principalmente na vida fetal. A DAG, ao nascimento,
reflete o dimorfismo sexual, e nos machos é cerca de 3 a 5 vezes maior que na fémea.
Ha algum tempo vem se estabelecendo que a distancia anogenital reflete na acao
androgénica durante a vida fetal dentro de um discreto periodo denominado de “janela
de programacao da masculinizacdo”, o que se reflete no tamanho adulto dos testiculos,
prostata, vesiculas seminais e pénis (Drake A.J. et al., 2009; Welsh M. et al., 2008).

Hoje esta bem estabelecido que a distdncia anogenital ndo é s6 um simples
determinante da acdo androgénica, mas esta significativamente relacionada com o
numero de células de Sertoli e o peso do testiculo. Esses resultados foram confirmados
em ratos no final da vida fetal, no inicio da puberdade e na vida adulta. Estd estabelecido
gue o numero de células de Sertoli € uma medida indireta determinante do tamanho
testicular (Scott HM 2008; Sharpe R.M. et al., 2003).

A medida da DAG tem propriedades atraentes em termos de potencial clinico,
pois é uma técnica bastante acessivel e ndo invasiva. Em funcdo dos bons resultados
obtidos em roedores, essa técnica motivou diversos estudos clinicos em homens e
meninos nos quais a DAG foi associada como um biomarcador confidvel da agao dos
androgénios durante a vida fetal (Welsh M. et al., 2008; Macleod D.J. et al., 2010).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o cetrorelix foi capaz de
reduzir a DAG e o peso testicular, mostrando a eficdcia do cetrorelix na castracao.
Nossos resultados corroboram com um estudo anterior no qual o cetrorelix utilizado na

mesma dose (por um periodo de 10 dias), e em ratos da mesma idade promoveu um
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decréscimo no peso testicular e no numero de células de Sertoli em cerca de 60% em
relacdo ao controle. O mesmo foi visto para células germinativas que foram reduzidas
em funcdo do decréscimo das células de Sertoli (Walczak-Jedrzejowska, 2011). A
diminuicdo da DAG observada neste trabalho apds a acdo do cetrorelix sozinho pode
estar relacionada a uma diminuicdo das secrecdes de FSH e testosterona, pois sdo dois
hormonios importantes na regulagdo da producdao de células de Sertoli e
desenvolvimento testicular, o que reflete diretamente no parametro do peso testicular
(Atanassova et al., 2005; Walczak-Jedrzejowska, 2011).

Inicialmente a DAG foi utilizada para certificar o efeito de castracdo com
cetrorelix, mas para nossa surpresa tanto a testosterona quanto a epitestosterona
tiveram efeito de recuperar a DAG de forma similar. O efeito da testosterona era
esperado, uma vez que a DAG parece ser diretamente dependente do nivel dos
andrdégenos. Em um estudo recente, utilizando ratos adultos, Mitchell et al (2015)
verificaram que a castracdao em ratos adultos reduz significativamente a DAG, indicando
a existéncia de uma plasticidade deste parametro nos animais maduros. Além disso, a
aplicacdo de flutamida, um potente antagonista do iAR, aumenta significativamente o
nivel de testosterona e tem efeito de reduzir o peso dos tecidos, como a vesicula
seminal, alvo especifico da acdo de andrégenos. No entanto, a flutamida ndo afetou a
DAG durante o periodo do tratamento destes animais, indicando que o
desenvolvimento dessa distancia nos animais adultos ndo estaria relacionado com a
acao androgénica no receptor intracelular, pois a presenca da testosterona manteve um
valor normalizado da DAG (Mitchell R.D. et al, 2015).

Por outro lado, a administracao de flutamida no periodo perinatal interfere na
DAG dos filhotes machos que apresentam uma reducao significativa da DAG em relagao
aos grupos controles. Além disso, a alteracdo desse parametro, induzida na vida fetal,
se mantém até mesmo na vida adulta, mostrando a importancia da acao androgénica
durante a vida fetal (Leonelli C, et al.,, 2011, van den Driesche et al., 2011). Alguns
autores acreditam que a exposicao aos andréogenos durante a vida pds-natal ndo tem
tanta influéncia na DAG, isso devido ao fato de que ratos tratados com flutamida logo
apods o nascimento (1 dpn a 15 dpn) ndo apresentaram mudancas significativas na DAG

tanto em idade pré-pubere quanto na vida adulta, porém provamos que a castracdo, e
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a reposicdo com testosterona em animais castrados sao capazes de alterar a medida da
DAG (van den Driesche S. et al 2011).

Esses relatos, somados aos resultados encontrados neste trabalho, induzem a
hipotese de que a testosterona esteja agindo de modo independente do iAR,
provavelmente mantendo a distancia anogenital por estar atuando nos testiculos via um
receptor de membrana para andrégenos. Em nosso trabalho, os animais castrados e
submetidos a reposicdo com testosterona reverteram o efeito na castracao em relacao
a medida da DAG e ao indice anogenital e produziu uma leve restauragdo do peso
testicular (Fig. 14 e 15). Em outro estudo, a reposicdo hormonal com testosterona em
ratos castrados com cetrorelix também foi capaz de restaurar o peso do testiculo, o
numero das células de Sertoli, os espermatoécitos conseguiram entrar em meiose e a
sobrevivéncia destas células foi restaurada, mesmo com as concentra¢des de FSH
reduzidas (Walczak-Jedrzejowska, 2011). A restauracdo do numero das células de Sertoli
e a recuperacao do peso testicular observados no estudo anterior podem explicar o
aumento da DAG que obtivemos no nosso trabalho (Figl5). A reposicao com
testosterona também reduz o aumento da apoptose de células germinativas causada
pela administracdo de cetrorelix (Walczak-Jedrzejowska, 2011; De Gendt et al., 2004).

O grupo dos animais castrados e tratados com epitestosterona
surpreendentemente também restaurou o efeito da castracdo sobre a medida da DAG,
assim como o grupo EpiT (ratos ndo-castrados tratados com epitestosterona) ndo afetou
o parametro de medida da DAG. Os resultados de outros trabalhos com epitestosterona
mostram que esse hormoénio teria efeito antiandrogénico para varios tecidos
dependentes de andrégenos e os niveis de testosterona circulantes em ratos tratados
por um periodo de trés semanas com o hormoénio (Lapick et al., 1994; de Larminat &
Blaquier 1979). Apesar da epitestosterona apresentar efeito antiandrogénico em
diversos estudos, em nossos resultados, em relagdo a medida da distancia anogenital
isso ndo acontece, pois, 0s animais tratados apenas com epitestosterona ndo
apresentaram reducao na medida da DAG. Pelo contrario, o efeito de reducao da DAG
resultante de uma semana de tratamento com cetrorelix foi revertido com a reposicdo
hormonal de epitestosterona (Fig. 15). Podemos relacionar nossos resultados ao
encontrado por Walczak-Jedrzejowska (2011), que também, ao repor testosterona em

animais castrados com cetrorelix, reverteu o efeito antiandrogénico da castracdo no
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desenvolvimento e no tamanho dos testiculos de ratos imaturos. Essa acdao semelhante
da epitestosterona e testosterona ao recuperar a DAG, confirmam que o mecanismo
nao cldssico é o mesmo para os dois hormdnios

Estudos anteriores em nosso laboratério descrevem que a testosterona e a
epitestosterona apresentam efeitos semelhantes sobre o potencial de membrana de
células de Sertoli de ratos Wistar imaturos e também promovem um aumento da
captacdo de cdlcio em testiculos inteiros. Estas respostas sdo rapidas e foram
identificadas como efeitos ndo-classicos, pois a flutamida (antagonista do iAR) ndo inibe
os efeitos, tanto na captacdo do calcio como na despolarizacdo das células de Sertoli (De
Castro et al, 2013; Von Ledebur at el., 2002; Leite et al., 1999). Este efeito ndo classico
também esta presente em células de Sertoli de ratos Wistar neonatos, que ainda nao
possuem o iAR (da Rosa L.A. et al, 2015). Nesta idade, a testosterona e a epitestosterona
aumentam a captacdo de cdlcio em 5 minutos como produzem uma rdapida
despolarizacdo no potencial de membrana das células de Sertoli dos ratos neonatos (da
Rosa L.A. et al, 2015). Em nosso estudo, a testosterona produziu uma despolarizagdao do
potencial de membrana como foi observado nos estudos anteriores do laboratério para
ratos de 12-14 dias de idade (Fig. 17) (De Castro A. et al., 2013, E.S. Loss et al., 2004,
Cavalari F.C. et al., 2012). Esse efeito envolve um mecanismo de membrana através de
um receptor ainda nao identificado que ativa a via da fosfolipase C que promove a
hidrdlise do fosfatidil inisitol 4,5 bifosfato (PIP2) (Loss et al., 2004). A falta de PIP2 reduz
as cargas negativas préximas a membrana provocando o fechamento de canais de K*
sensiveis ao ATP, que consequentemente ativam canais de Ca2+ sensiveis a voltagem,
resultando no influxo de calcio (Loss et al., 2004, Loss et al., 2011).

Em nosso trabalho, o tratamento de uma semana com cetrorelix ndo altera o
padrdo classico da resposta da testosterona em células de Sertoli de ratos imaturos (Fig.
18), porém os ratos castrados e submetidos a reposicao hormonal de testosterona
(CET+T) tiveram o padrdo de despolarizagdo diminuido (Fig.19). J& a resposta da
testosterona em células de Sertoli dos ratos castrados e submetidos a reposicao
hormonal com epitestosterona (CET+ EpiT) se mostrou modificada, ndo houve
despolarizacdo (Fig. 20). A reducdo do efeito eletrofisiolégico da testosterona nos
animais no grupo CET+T e a anulacdo do efeito da testosterona que observamos no

grupo CET+EpiT podem estar revelando uma alteragao que os animais tratados com
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cetrorelix (baixo FSH e LH) estdao sofrendo. Esta alteracdo pode causar uma
"downregulation" no receptor de membrana quando os animais foram expostos a
testosterona e a epitestosterona, pois esse efeito ndo foi observado nos animais nao
castrados tratados apenas com epitestosterona (grupo EpiT, Fig. 21).

O efeito antiandrogénico da epitestosterona vem sendo alvo de alguns poucos
estudos (revisado em Starka, 2005). Alguns autores indicam que esse hormonio causa
uma inibicdo da enzima 5a-redutase, inibindo assim, a conversao da testosterona em
di-hidrotestosterona (Starka et al 1997; Starka 20015). Em resultados preliminares do
nosso laboratério foi observado que um tratamento com doses elevadas de
epitestosterona produz uma reducao do RNA mensageiro do iAR em testiculos, além de
reduzir o peso de certos 6rgdos dependentes de andrégenos (dados ainda ndo
publicados de Castro, Trabalho de Conclusao, 2010 . Neste trabalho, utilizando a técnica
de Western blot, foi observada uma reducao significativa da expressao proteica do iAR
em testiculos de animais castrados e com reposicdo de epitestosterona, mostrando uma
clara agdo antiandrogénica da epitestosterona (via um efeito gendmico cldssico) e
corroborando com os dados de De Castro A.L. (2010). Na tentativa de identificar se a
reducdo da expressao do iAR observada em homogenatos de tubulos seminiferos era
especifica para as células de Sertoli (o tipo celular avaliado eletrofisiologicamente no
presente trabalho), fizemos uma analise da imunorreatividade dos tubulos ao iAR. Os
resultados da densitometria mostraram uma reducdo na imunorreatividade ao iAR nas
células de Sertoli dos grupos tratados com epitestosterona. Este efeito foi observado
tanto nos animais castrados e com reposicdo como os tratados somente com
epitestosterona. Além das células de Sertoli, também foi observado imunorreatividade
ao iAR em outros tipos celulares, como as células de Leydig ou as células peritubulares,
por exemplo. No momento, cabe salientar que as células peritubulares apresentaram
uma intensa imunorreatividade ao iAR. A imunorreatividade encontrada nos diferentes
tipos celulares neste trabalho estd de acordo com o que esta descrito para testiculos
desta idade (Griswold, 2015). Ainda falta uma analise da variacdo da densidade 6ptica
para imunorreatividade ao iAR nos outros tipos celulares em funcdo dos diferentes tipos
de tratamento.

Além da expressdo do iAR, também foi avaliada, neste trabalho, a expressdo da

proteina Akt. A andlise por Western blot ndo mostrou diferengas significativas na
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expressao da Akt entre os grupos experimentais. Entretanto, cabe salientar que o
presente trabalho avaliou apenas a Akt total, sem fazer a andlise comparativa entre a
quantidade total da enzima (Akt total) e a porcentagem de enzima presente na forma
ativa (fosforilada). Assim, ndo é possivel afirmar que os efeitos significativos da
epitestosterona na resposta eletrofisiolodgica das células de Sertoli a testosterona
(efeitos nao-classicos), ndo sejam dependentes da via da PI3K/Akt. Mesmo que a
epitestosterona ndo modifique a expressdo da Akt, esse hormonio pode estar inibindo
as acles ndo-classicas da testosterona por controlar mecanismos regulatérios rapidos,
como processos de fosforilacdo/defosforilacdo (Walker, 2012). Experimentos adicionais,
avaliando a relacdo Akt total/Akt fosforilada sdo necessarios para confirmar essa
hipotese.

Todos esses resultados mostram que a epitestosterona pode estar exercendo
um papel de importante no periodo da imaturidade em relacdo aos efeitos
antiandrogénicos demonstrados pela reducdo do iAR. Além disso, esse hormonio
apresenta similaridade nos efeitos ndo classicos com a testosterona, indicando que
esses efeitos ndo classicos sdo preservados durante o periodo de imaturidade, uma vez
que foi observado que a concentracdo de epitestosterona pode estar mais elevada que
a da testosterona durante esse periodo (Lapsig, 1995).

A importancia relativa da epitestosterona na fase proliferativa do rato imaturo
ainda deve ser mais compreendida, porém devemos enfatizar que a epitestosterona
parece ser importante para o desenvolvimento testicular, principalmente por sua acao
nas células de Sertoli. Ainda é necessario obter uma melhor compreensao de todos os
fatores que mantém a funcdo na proliferacdo e na maturacao das células de Sertoli,

processos fundamentais para uma fertilidade normal e bem-sucedida na vida adulta.
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13. CONCLUSAO

A epitestosterona apresentou um efeito semelhante ao da testosterona
no desenvolvimento genital, verificado pela medida da DAG em ratos

imaturos castrados quimicamente com cetrorelix (antagonista de GnRH).

O tratamento com epitestosterona nos ratos castrados com cetrorelix

reduziu a expressdo testicular do receptor intracelular de andrégenos.

O tratamento com epitestosterona nos ratos castratos com cetrorelix e
nos ratos intactos reduziu a imunorreatividade ao iAR em células de

Sertoli.

O tratamento com epitestosterona nos ratos castrados com cetrorelix
alterou a resposta do efeito nao cldssico da testosterona no potencial de

membrana das células de Sertoli.

Epitestosterona e Testosterona sdao importantes para o desenvolvimento

genital do animal.
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