G

UFRGgs EFEITOS DA EPITESTOSTERONA NO POTENCIAL DE MEMBRANA E NA

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

CAPTACAO DE 45Ca?*

ENVOLVEM O RECEPTOR DE MEMBRANA DE

ANDROGENOS EM CELULAS DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS

Diello M. V.1, De Castro A. L.1, Escott G.1, Cavalari F. C.1, Oliveira L. S.1, Jacobus A. P.1, Wassermann G. F.1, Loss E. S.1

1 Departamento de Fisiologia ICBS/UFRGS - RS

EPITESTOSTERONA X TESTOSTERONA
OH

0
Fase pre-pubere Fase pré-pubere

1 [Epit] 1, [Testosteronal]
Fase pubere Fase pubere

l, [Epit] 1 [Testosteronal

células de Sertoli de ratos imaturos.

INTRODUCAO

A epitestosterona é um epimero da testosterona de ocorréncia natural com acao antagonista sobre o receptor intracelular de androgénios e cujos niveis plasmaticos estao elevados em individuos imaturos sexualmente. Estudos
mostram um possivel mecanismo de acao da epitestosterona através de um receptor de androgénios de membrana.

SINTESE DA EPITESTOSTERONA

Sintetizada no testiculo ( célula de Leydig), ovario e

adrenal.
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OBIJETIVO

Verificar o envolvimento do receptor intracelular de androgénios no efeito da Epitestosterona e o papel dos canais de calcio tipo L e da enzima fosfolipase C na acao da Epitestosterona sobre o potencial de membrana em

MATERIAIS E METODOS

REGISTRO INTRACELULAR DO POTENCIAL DE MEMBRANA
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Ratos Wistar (15 dias
de idade)
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camara e perfundidos com Krebs-
Ringer bicarbonato a 32°C em pH 7.4
(5% de CO2 e 95% 0O2).

Analise Estatistica: Os resultados foram analisados pelo teste ANOVA utilizando o pds teste de Bonferroni.

CAPTACAO DE 43Ca2* EM TESTICULOS INTEIROS

Eletrometro e Estimulador

ACAO NAO-CLASSICA DA TESTOSTERONA
EM CELULAS DE SERTOLI
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(Rahman F. e Christian H.C., 2008)

Osciloscopio

A variacao do PM das
células foi registrada através
do osciloscopio e armazenada
com o programa Wave Star.
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Foi realizada aplicacao topica de epitestosterona antes e
apos perfusao com o antagonista do receptor
intracelular de androgénios, flutamida(1puM), com o
Inibidor da fosfolipase C, U73122 (2uM) e com o
bloqueador dos canais de calcio tipo L, verapamil
(100uM).

Testiculos de Ratos Wistar imaturos (12 dias de idade) foram retirados, pesados e decapsulados. Estes ainda foram pré-incubados por 60 minutos, em tampao KRb pH 7,4 a 342C, gaseificado com 0,:CO, (95:5; v/v) com #Ca?*
(0,2microCi/mL) e incubados com epitestosterona 1uM por 5 minutos. Para finalizar a incubacao foi aplicado 1 mL da solucdo de cloreto de lantanio (10mM) a 02C. Posteriormente foi medida a radioatividade beta através de um
espectrometro de cintilacdo dos meios interno e externo e os resultados expressos em pmoles de Ca?*/g de tecido.

Analise Estatistica: Os resultados foram analisados pelo teste t de Student nao pareado.

RESULTADOS
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Figura 1: Nas doses de 0,5uM, 1uM e 2uM a epitestosterona provocou
uma resposta despolarizante no PM em células de Sertoli de ratos Wistar
de 15 dias de idade, sendo Significativa aos 120 segundos (***p<0,001;
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Figura 3: A epitestosterona produziu uma resposta
despolarizante sobre o potencial de membrana aos 120 e
aos 180 segundos apds a sua aplicacdao (***p<0,001). A
testosterona apresentou uma resposta semelhante, sendo
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A perfusao com U73122 (2uM) inibiu a resposta despolarizante
da Epitestosterona (1pM) sobre o potencial de membrana da
célula de Sertoli sendo significativa aos 120 e 180 segundos

significativa aos 120 segundos
(***p<0,001 e *p<0,05).

apos

a aplicacao (***p<0,001).
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Figura 7 : Efeito do bloqueador dos canais de calcio tipo L voltagem
dependente com o farmaco verapamil (100uM) na acao despolarizante da
epitestosterona (1pM) em ratos Wistar de 15 dias de idade (*p<0,05 e
**%*p<0,001).

**n<0,01 e * p<0,05 ).
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Figura 2: Célula de Sertoli tipica — registro do potencial de membrana apds
a aplicagdo topica de epitestosterona (1uM) .
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Figura 4. A perfusdo com Flutamida (1uM) ndo alterou a
resposta despolarizante da Epitestosterona (1puM) nem o
aumento da resisténcia de membrana provocado por esse
hormoénio (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relagao ao

repouso).
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Figura 6: Epitestosterona (1uM) estimulou captacdo de 4°Ca?*
no tecido testicular de ratos imaturos em 5 minutos de
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Figura 8: Célula de Sertoli tipica — registro do potencial de
membrana apods aplicacao de epitestosterona (1uM) e perfusao
com verapamil (100uM).

androgénios de membrana.

Apoio Financeiro: BIC-PROPESQ

CONCLUSAO

A Epitestosterona apresentou uma resposta despolarizante rapida sobre o potencial de membrana em células de Sertoli. A acdo da epitestosterona na membrana envolve a ativacédo da fosfolipase C, que tem
sua resposta inibida pelo bloqueador U73122. O blogueio de canais de calcio do tipo L, com o farmaco verapamil, reduziu parcialmente a resposta despolarizante da Epitestosterona em células de Sertoli, assumindo
a participacao desses canais nesta resposta de membrana. A perfusdo com o bloqueador do receptor intracelular de androgénios, flutamida, nao alterou a resposta despolarizante da Epitestosterona, demonstrando
0 nao envolvimento desse receptor neste resposta rapida. Por ultimo, a Epitestosterona estimulou a captacao de “°Ca?*. Estes resultados demonstram que a Epitestosterona atua provavelmente sobre o receptor de
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