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RESUMO

Introducédo: A epitestosterona é um epimero a da testosterona. Esse esteroide
possui uma atividade antiandrogénica, assim como um efeito neuroprotetor. No
entanto, 0 mecanismo de acao da epitestosterona ainda nao foi elucidado.
Objetivos: O objetivo desse trabalho € investigar o efeito ndo classico da
epitestosterona sobre o potencial de membrana de células de Sertoli de
testiculos de ratos de 15, 21 e 35 dias de idade e sobre a captacdo de “°Ca**
no tecido testicular de ratos de 12 dias de idade.

Materiais e métodos: O potencial e a resisténcia de membrana das células de
Sertoli foram registrados através da técnica eletrofisiologica de registro
intracelular. Foi realizada a aplicacdo de epitestosterona (0,5, 1 e 2uM) ou de
testosterona (1uM), com ou sem a perfusdo com flutamida (1uM), verapamil
(100uM) ou U73122 (2uM). Os testiculos de ratos de 12 dias de idade foram
pré-incubados com **Ca**, com ou sem flutamida (1uM), e incubados com
epitestosterona (1uM) ou testosterona (1uM). Analise estatistica: Teste t de
Student ou ANOVA para medidas repetidas seguido do poés-teste de
Bonferroni.

Resultados: A epitestosterona produziu uma resposta de despolarizacdo do
potencial de membrana, assim como um aumento na resisténcia de membrana
em células de Sertoli de ratos de 15, 21 e 35 dias de idade. Esse esteroide
apresentou uma resposta semelhante a apresentada pela testosterona. Os
efeitos da epitestosterona ndo foram modificados apdés a perfusdo com
flutamida, um inibidor do receptor androgénico intracelular. A epitestosterona
promoveu um aumento na captacéo de “*Ca** ap6s 5 minutos de incubacao, e
esse efeito ndo foi bloqueado pela flutamida. O efeito despolarizante desse
esteroide foi parcialmente inibido pelo farmaco verapamil, um bloqueador dos
canais de calcio tipo L, e pelo U73122, um inibidor da enzima fosfolipase C.
Conclusao: Esses resultados indicam uma atuacdo da epitestosterona em
células de Sertoli através de uma acdo ndo classica; esses efeitos séo
semelhantes aos encontrados para a testosterona em células de Sertoli de
testiculos de ratos.
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ABSTRACT

Introduction: Epitestosterone is the 17a-epimer of testosterone. It seems to
possess an antiandrogenic activity, as well as a neuroprotective effect. The
mechanism of action of epitestosterone has not been elucidated.

Objective: The aim of this work is to investigate the non-classical effect of
epitestosterone on the membrane of Sertoli cells from testis of 12-, 15-, 21- and
35-day-old rats.

Materials and Methods: The membrane potential and the membrane input
resistance of Sertoli cells was recorded using a standard single microelectrode
technique. Application of epitestosterone (0.5, 1 and 2uM) or testosterone
(1uM) alone and after infusion with flutamide (1uM), verapamil (100uM) or
U73122 (2uM) was made. The testes from 12-day-old rats were pre-incubated
with *°Ca?* with or without flutamide (1uM) and incubated with epitestosterone
(1uM) or testosterone (1uM). Student's t-test or ANOVA for repeated measures
with Bonferroni post-test was used.

Results: Epitestosterone produced a depolarization in the membrane potential
and increased the input membrane resistance on Sertoli cells from 15-, 21- and
35-day-old rats. This steroid showed a similar response to testosterone. The
effect of epitestosterone was not changed after perfusion with flutamide, an
intracellular androgen receptor inhibitor. Epitestosterone increased “°Ca?*
uptake within 5 minutes and this effect was also not inhibited by flutamide. The
depolarizing effect was slightly inhibited by verapamil, a voltage-dependent
calcium channel blocker, and by U73122, a PLC inhibitor.

Conclusion: These results indicate that epitestosterone acts on the Sertoli cells
via a non-classical signaling pathway; the effects are similar to that of
testosterone in Sertoli cells in whole seminiferous tubules from rat testes.
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1. INTRODUCAO

1.1. GONADA MASCULINA

Os testiculos sdo 6rgaos pareados, ovoéides e encapsulados (SANTEN
1995). Estes o6rgdos tém a funcdo basica de promover a producdo de
espermatozoides, além da secrecdo de diversos hormdnios esteroides e
proteicos, 0s quais sdo essenciais na funcdo da reproducdo masculina
(COUROT et al. 1984). Os testiculos sdo constituidos de duas unidades
funcionais: uma rede de tdbulos seminiferos para a producéo e transporte de
espermatozoides e um sistema de células intersticiais ou células de Leydig,
que contém a maquinaria enzimatica para a producdo de horménios
androgénios (FAWCETT 1993). Os tubulos seminiferos estdo fortemente
enrolados e empacotados, apresentando uma grande extensdo dentro dos
testiculos (FAWCETT 1993; SKINNER 1991). Estes séo revestidos por células
germinativas primitivas (linhagem espermatogénica) e células de Sertoli,
grandes células complexas contendo glicogénio, que se estendem desde a
lamina basal do tabulo até o seu Iumen (figura 1). As juncbGes apertadas entre
as células de Sertoli adjacentes, perto da lamina basal, formam a barreira
hematotesticular, que impede a passagem de agentes nocivos e complexos

imunologicos oriundos do tecido intersticial (GANONG 2000).
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Figura 1: Biologia Celular do Testiculo (SKINNER 1991).

1.2. CELULA DE SERTOLI

As células de Sertoli sdo células somaticas presentes no testiculo e
estruturam os tubulos seminiferos, além de participarem de forma essencial da
maturacdo da linhagem espermética (SILVA et al. 2002; GRISWOLD 1998).
Em ratos a sua proliferacéo ocorre durante o periodo fetal e pré-puberal e essa
dura até aproximadamente os 16 dias de vida do animal (STEINBERGER et al.
1971).

Essas células possuem uma importante funcédo na promocao de suporte
fisico e nutricional para o desenvolvimento das células germinativas e estéo
sob o controle hormonal hipofiséario. A hipéfise anterior produz, por estimulo do
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), produzido no hipotalamo, o
horménio foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH). Ambos
atuam sobre a gbnada masculina, participando de forma ativa no processo de
espermatogénese e na producdo de hormonios esteroides. Por estimulo do LH,
a célula de Leydig produz a testosterona, um horménio androgénico com

13



diversas ac¢fes nas células de Sertoli (GRISWOLD 1998). As células de Sertoli
tém resisténcia a radiacdo ionizante e a diferentes agentes toéxicos que
destroem as células espermatogénicas (FAWCETT 1993). A medida que o
espermatdécito progride em sua maturagdo, novas juncdes entre as células de
Sertoli se desenvolvem, enquanto as antigas se desfazem, mecanismo esse

determinado pela acdo hormonal do FSH e da testosterona (MRUK et al. 2004).

1.3. MECANISMO DE ACAO DOS HORMONIOS ANDROGENICOS

Muitos dos efeitos exercidos pela testosterona ocorrem de maneira
direta através da ligacdo desse horménio a um receptor de androgénios
intracelular (IAR), ou de maneira indireta pela conversao em diidrotestosterona
(DHT), a qual se liga com mais afinidade a esse receptor. A testosterona pode,
da mesma forma, ser convertida em estradiol, através da enzima aromatase,
promovendo sua acao através do receptor de estrogénios. O iAR € um membro
da superfamilia de receptores nucleares (receptores de hormdnios esteroides e
receptores de horménios da tiredide), os quais sdo compostos por trés
dominios: um dominio amino-terminal, um dominio de ligacdo no material
genético e um dominio de ligacdo com o hormdnio. A ligacdo da testosterona
nesse receptor promove a sua dimerizacdo, o que possibilita ao complexo
horménio-receptor se translocar ao nucleo e unir-se aos elementos de resposta
aos esteroides (SRE), os quais estdo presentes em genes cuja transcricao esta
vinculada a sua acdo hormonal. Esse complexo atua como um fator de
transcricdo e estimula a expressao desses genes (GANONG 2000; BRINKMAN

et al. 2000). Baseando-se nesse mecanismo, foram desenvolvidos farmacos,
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como a flutamida, a bicalutamida e a nilutamida, capazes de bloquear a ligacéo
da testosterona ao iAR. Esses antiandrogénios séo utilizados nas condi¢des
em que a resposta androgénica esta associada a patologias como o cancer de
prostata metastatico (SCHELLHAMMER et al. 1995) e o hirsutismo
(VENTUROLI et al. 1999).

A acdo dos androgénios sobre o iAR, considerada como a resposta
classica dos esteroides, ndo permite a compreensao de efeitos rapidos que os
mesmos exercem a nivel celular e que sdo incompativeis com o tempo
necessario para a sintese protéica. Esses efeitos ocorrem em cerca de
segundos a minutos; portanto, ndo poderiam ser resultado de um processo de
transcricdo génica que pode levar minutos, horas e até dias (LOSEL et al.
2003). As hipéteses para explicar essa resposta nao classica da testosterona
referem-se a uma acao hormonal via um receptor de androgénios localizados
na membrana celular. Através de muitos estudos, foi possivel constatar a
ligagcdo desse horménio a sitios na membrana plasmatica, conquanto a
localizagcdo e a estrutura do seu receptor ainda nédo tenham sido bem
caracterizadas. Acredita-se que seja um receptor acoplado a uma proteina G
(GPCR) (BENTEN et al. 2004).

Os efeitos ndo classicos dos andrégenos foram demonstrados em
muitos tipos celulares, inclusive em células de Sertoli. Nessas células, a
testosterona € capaz de rapidamente aumentar os niveis de calcio intracelular
(GORCZYNSKA e HANDELSMAN 1995). Esse esteroide também é capaz de
estimular a captacéo de céalcio marcado (**Ca®") em células de Sertoli isoladas
de testiculos de ratos imaturos (LEITE et al. 1999). O aumento dos niveis de

calcio intracelular pode ser abolido pelo uso de acido bis-(aminoetil)glicoléter-
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N,N,N’,N’-tetracético (EGTA) e de inibidores dos canais de calcio dependentes
de voltagem do tipo L (L-VDCC), indicando a participagédo desses canais na
resposta rapida da testosterona (LOSS et al. 2004). Em uma linhagem de
células de cancer de prostata (LNCaP), foi possivel constatar o aumento do
calcio intracelular através da ligacdo de hormdnios androgénios a um GPCR
(SUN et al. 2006). Nessas células, foi demonstrada a existéncia de receptores
de membrana para a testosterona ndo internalizaveis, os quais ndo foram
reconhecidos por anticorpos contra o receptor intracelular (KAMPA et al. 2002).
Ja em osteoblastos, a testosterona € capaz de promover um aumento Nnos
niveis de calcio intracelular apés cinco segundos, através de canais do tipo L-
VDCC e também através de mobilizacdo dos estoques presentes no reticulo
endoplasmatico. O uso de acetato de ciproterona, um antagonista do iAR, ndo
foi capaz de bloquear o aumento nos niveis de célcio intracelular induzido pela
testosterona (LIEBERHERR et al. 1994).

Estudando o efeito de androgénios sobre o potencial de membrana,
observou-se que a aplicacdo de testosterona em doses variaveis de 100 a
500nM ocasionou uma rapida despolarizacdo em células de Sertoli de ratos
imaturos. Apos a lavagem do meio com o tampéao de Krebs Ringer bicarbonato,
o potencial de membrana retorna a valores préximos do repouso. Por outro
lado, a aplicacéo de estradiol e de progesterona nao produziu nenhum efeito
sobre o potencial de membrana dessas células (LOSS et al. 2004; VON
LEDEBUR et al. 2002). O perfil de despolarizacédo do potencial de membrana é
semelhante para varias concentracdes de testosterona. Além desse efeito

eletrofisioldgico, a testosterona também é capaz de promover um aumento na
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resisténcia de membrana em células de Sertoli de ratos imaturos (VON
LEDEBUR et al. 2002; LOSS et al. 2011).

Estudando o efeito dos farmacos glibenclamida e tolbutamina,
bloqueadores dos canais de K* sensiveis ao ATP (K*atp), Sobre o potencial e a
resisténcia de membrana, foi possivel verificar que ambos apresentam uma
resposta eletrofisiologica semelhante & testosterona em células de Sertoli de
ratos imaturos. A perfusdo dos tubulos seminiferos de ratos imaturos com
diazoxida, um estimulador dos canais K'atp, € capaz de anular o efeito da
testosterona, levando a uma hiperpolarizacdo do potencial de membrana. Na
presenca de diazoxida, a acao estimulatoria da testosterona e da glibenclamida
sobre a captacdo de **Ca®" é igualmente anulada. Esses achados demonstram
0 envolvimento desses canais na acao rapida da testosterona. A testosterona
atua inicialmente sobre os canais de K* sensiveis ao ATP (K'atp), inibindo os
mesmos e levando ao acumulo de jons K* no meio intracelular, o que provoca
uma resposta de despolarizacdo na célula de Sertoli. Essa despolarizacdo
induz a abertura de canais do tipo L-VDCC, levando ao aumento dos niveis de
calcio intracelular (VON LEDEBUR et al. 2002; LOSS et al. 2004; LOSS et al.
2011). De forma semelhante a testosterona, o esteroide sintético nandrolona e
o flavondide catequina também apresentam uma resposta rapida em células de
Sertoli de ratos imaturos (CAVALARI et al. 2012).

A resposta eletrofisiolégica da testosterona em células de Sertoli de
ratos imaturos pode ser inteiramente bloqueada com a utilizacdo de U73122,
um bloqueador da enzima fosfolipase C (PLC). Além disso, o aumento da
captacdo de *°Ca’' no tecido testicular de ratos imaturos promovido por esse

horménio pode igualmente ser inteiramente anulado na presenca desse
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bloqueador. Esses resultados evidenciam uma conexdo entre as acdes de
membrana da testosterona e a estimulagdo da enzima PLC. A ligacdo desse
horménio a um receptor localizado na membrana, portanto, € capaz de
promover a estimulacdo da enzima PLC, a qual é responsavel por clivar o
fosfolipideo de membrana fosfatidil inositol 4-5, bifosfato (PIP,) em inositol 1, 4,
5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) (VON LEDEBUR et al. 2002; LOSS et al.
2004; LOSS et al. 2011). A reducéo da quantidade de PIP, na membrana tem
como conseqiiéncia a redugdo da condutancia produzida pelos canais K*atp,
devido ao desequilibrio de cargas ibnicas da superficie da membrana, levando
ao acumulo de ions K" e a despolarizacdo do potencial de membrana
(WASSERMANN et al. 2004; BAUKROWITZ et al. 2000). Ao mesmo tempo em
que a PLC atua estimulando o metabolismo do PIP, (BAUKROWITZ et al.
2000), essa enzima leva a formacdo de IP3, o qual atua sobre o reticulo
endoplasmatico causando a liberacdo de Ca?*, sendo esse fon um segundo
mensageiro com importantes efeitos sobre a célula (BERRIDGE et al. 1998).
Experimentos realizados em osteoblastos demonstram que o bloqueio do AR,
através do tratamento com acetato de ciproterona, ndo € capaz de bloquear a
geracdo de IP3; e DAG induzida pela testosterona (LIEBERHERR et al. 1994).
PIP, e Ca®* podem agir de forma antagdnica na estabilidade do citoesqueleto
gue esta proximo a membrana plasmatica (JANMEY et al. 1994). Proteinas que
se ligam a actina, como a gelsolina, sdo ativadas por Ca?', levando a
despolimerizacdo dos filamentos de F-actina, enquanto que o PIP, é capaz de
antagonizar essa reacéo, estabilizando os filamentos de actina (JANMEY et al.
1994). Em ceélulas de Sertoli, 0 aumento dos niveis de calcio intracelular pode

exercer diversos efeitos sobre o citoesqueleto, as juncbes celulares, a
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mobilidade celular e a transcricdo génica. Esses efeitos podem ser importantes
na acdo regulatéria da testosterona sobre o desenvolvimento da série

espermatogénica (LOSS et al. 2004, LOSS et al. 2007).
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Figura 2: Mecanismo de acéo da testosterona na célula de Sertoli (LOSS et al.
2011).

Estudos indicam que o mecanismo rdpido de atuacdo da testosterona
parece ocorrer pela ativagdo de um receptor de androgénios localizado na
membrana (MAR), um GPCR do tipo Gaq. Experimentos utilizando a toxina
pertussis, que é capaz de bloquear os receptores do tipo Gg, vém de encontro
a esses achados. A perfusdo dos tabulos seminiferos de ratos imaturos com
essa toxina é capaz de anular a resposta despolarizante da testosterona,
demonstrando a acdo desse hormdnio através da via de sinalizacdo Gq-PCL-
PIP2 (figura 2) (LOSS et al. 2004; LOSS et al. 2011). Outros trabalhos,
realizados em células de Sertoli de ratos de 20 dias de idade, demonstram que
a testosterona € capaz de se ligar ao iIAR proximo a membrana plasmaética,

ativar e recrutar a enzima tirosina quinase Src. Essa enzima, por sua vez, atua

ativando o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), resultando na
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fosforilacdo e ativacdo da enzima quinase ativada por mitbgeno (MAPK) e da
proteina ligada ao elemento de resposta a AMPc (CREB) (WALKER et al.
2003; CHENG et al. 2007; WALKER et al. 2010). A ativacdo do CREB pode ser
uma conseqiiéncia do aumento da concentracdo de Ca®* intracelular induzido
pela testosterona, visto que esse hormOnio ndo produz alteragcbes nas
concentracfes de AMPc (WALKER et al. 2003). O fator de transcricdo CREB é
de grande importancia para o processo de espermatogénese, visto que a
inibicdo da fosforilagdo do mesmo em células de Sertoli prejudica a producgéo
de espermatozoides. Em cultura de células de Sertoli, o tratamento com
testosterona é capaz de promover a expressao génica do CREB e de genes
dependentes da ativagdo do mesmo. A ativacdo desse fator de transcricdo
indica uma acao génica dos androgénios de forma independente da ativacao
do receptor classico intracelular (FIX et al. 2004; SCOBEY et al. 2001; CHENG

et al. 2007).

1.4. EPISTESTOSTERONA

A epitestosterona (17a-hidroxi-4-androsten-3-ona) € um epimero da
testosterona de ocorréncia natural. Esse esteroide foi identificado pela primeira
vez como um metabdlito no tecido hepético de coelhos (CLARK et al. 1947,
STARKA et al. 2003).

A biossintese da epitestosterona a partir de outros androgénios ocorre
de forma espécie-especifica. Em alguns animais, como o coelho e o
camundongo, que possuem uma elevada atividade da enzima 17a-

hidroesteroide oxidoredutase, uma fracdo consideravel de epitestosterona €&
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originada a partir da conversédo de testosterona em androstenediona, e dessa
dltima em epitestosterona. Em camundongos, o tecido renal € o principal
responsavel pela sintese deste esteroide a partir de precursores androgénicos
(ARIMASA et al. 1973; STARKA et al. 2003). Em outras espécies de animais,
como bdfalos, coelhos e ratos, contudo, ndo foi observada a conversdo de
testosterona em epitestosterona. Nessas espécies, o tecido testicular constitui
a principal fonte desse hormonio (STARKA et al. 1967; STARKA et al. 2003).
Em seres humanos, experimentos realizados com testosterona marcada
com carbono 14 demonstraram que ndo ocorre a conversao de testosterona
em epitestosterona (WILSON e LIPSETT 1966). Em humanos, o tecido
testicular € uma importante fonte de epitestosterona, conforme foi demonstrado
pela determinacdo do gradiente de concentracdo entre os niveis plasmaticos
desse hormonio presentes no sangue das veias esperméaticas e no das veias
periféricas (DEHENIN et al. 1993). Além das gbénadas masculinas, a glandula
adrenal também é capaz de produzir a epitestosterona. Experimentos
realizados em homens normais mostraram que o ACTH é capaz de aumentar
significantemente a excre¢do urinaria do glicuronideo de epitestosterona
(TAMM et al. 1966). Um estudo realizado em homens com hipogonadismo e
que tiveram uma estimulagdo adrenal com ACTH mostrou também um
aumento dos niveis do glicuronideo de epitestosterona na urina em resposta ao
ACTH. Através desse estudo, Kicman e colaboradores demonstraram a
participacdo da adrenal na sintese de epitestosterona, conquanto a producéo
dessa glandula seja modesta em relagdo a producéo testicular (KICMAN et al.

1999).
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A epitestosterona é sintetizada a partir da pregnenolona através da via
delta5 de sintese de esteroides e através da via que envolve a producéo de 5-
androstene-383, 17a-diol (epi5-diol). O epi5-diol, precursor da epitestosterona, é
sintetizado a partir da diidroepiandrosterona (DHEA) pela enzima 17a-
hidroxiesteroide desidrogenase (17a-HSD) e, posteriormente, convertido em
epitestosterona pela enzima 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (33-HSD)
(WEUSTEN et al. 1989). A enzima 17a-HSD possui alta homologia com a
enzima 17B3-HSD, a qual catalisa a transformacao de 4-diona em testosterona

(RHEAULT et al. 1999).
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Figura 3: Vias de sintese da Epitestosterona (BELLEMARE et al. 2005).

A espessura das flechas na figura niamero 3 demonstra a relevancia de
cada uma das duas vias de sintese da epitestosterona. A principal via de
sintese deste esteroide em células renais de camundongos ocorre a partir da
conversdo da diidroepiandrosterona (DHEA) em epi5-diol, catalisada pela
enzima 17a-HSD (BELLEMARE et al. 2005).

Trabalhos avaliando a excrecdo urinaria de epitestosterona nao
encontraram diferencas entre individuos pré-puberes do sexo masculino e do
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sexo feminino (GUPTA et al. 1967). Avaliando a excrecao deste esteroide em
homens, alguns trabalhos demonstraram que a mesma aumenta apés a
puberdade, alcanca um valor maximo entre os 20 e 30 anos de idade, e
permanece praticamente constante até a sexta década de vida (HUBL et al.
1971; KAUFMANN et al. 1968; STARKA et al. 2003). Em mulheres, a maxima
excrecao urinaria desse esteroide foi observada aos 22° e 23° dias do ciclo
menstrual (LONGHINO et al. 1968; STARKA et al. 2003).

Analisando a variagdo das concentracdes plasméaticas de esteroides
androgénicos em diferentes idades, estudos demonstram que individuos preé-
puberes do sexo masculino possuem maiores niveis de epitestosterona
comparando com o0s de testosterona. Nesse periodo do desenvolvimento
sexual, a razdo epitestosterona/testosterona encontra-se elevada, em funcgao
de os niveis de testosterona estarem muito baixos, enquanto que os niveis de
epitestosterona encontram-se elevados. Até mais ou menos os 10 anos de
idade, essa relacdo se mantém. Em adultos ocorre uma reducdo na razao
epitestosterona/testosterona no plasma em funcdo do aumento dos niveis de
testosterona. A concentracdo sérica de epitestosterona em mulheres atinge um
valor maximo ao redor dos 20 anos de idade e depois decai continuamente até
o periodo de menopausa. Em mulheres pdés-menopausa ocorre um aumento
dessa concentracdo. Em homens, a concentragdo sérica atinge um pico
maximo ao redor dos 35 anos de idade e ap0s isso decai. Tanto homens como
mulheres apresentam uma reducdo na relacdo epitestosterona/testosterona
logo apds a puberdade (figura 4) (LAPCIK et al. 1995; HAVLI'KOVA et al.

1987).
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Figura 4: Razéao epitestosterona/testosterona em homens e e em mulheres o
em diferentes idades (A). Niveis plasmaticos de epitestosterona em homens e
e em mulheres o em diferentes idades (B) (HAVLI'KOVA et al. 1987).

A razao testosterona/epitestosterona urinaria € utilizada para a deteccao
de dopping por esteroides anabolizantes em atletas. Como em seres humanos
a testosterona ndo € convertida em epitestosterona, a razdo entre esses
androgenos tende a manter-se constante, a ndo ser que o individuo faca uso
de anabolizantes. Os valores estabelecidos para essa razao ficam na faixa de

1 a 6 em unidades arbitrarias (de acordo com o regulamento do Comité

Olimpico Internacional - COI). Valores acima de 6 indicam suspeita de
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utilizacdo de anabolizantes (STARKA et al. 2003). A analise da raz&o urinaria
desses horménios € valida considerando que ambos possuem um clearence
renal muito similar e que a testosterona exdgena ndo €& convertida em
epitestosterona (DEHENIN et al. 1996; STARKA et al. 2003). A ingestdo de
algumas substancias, como o alcool, é capaz de alterar essa razéo,
principalmente em mulheres (KARILA et al. 1996). A administracdo de
androstenediona é capaz de aumentar a excrecao urindria de epitestosterona,
enquanto que o uso de diidroepiandrosterona promove um aumento na raz&o
testosterona/epitestosterona urinaria (CATLIN et al. 2002; BOWERS 1999).

Em um estudo realizado em hamsters, capsulas subcutédneas contendo
testosterona ou diidrotestosterona junto com epitestosterona foram implantadas
por trés semanas nos animais. ApGs esse periodo, foi possivel verificar que as
acOes androgénicas da testosterona, como 0 aumento da pigmentacéo
cutdnea, o aumento das glandulas sebaceas e o aumento do diametro dos
foliculos pilosos, ndo ocorreram na presenca da epitestosterona. Os efeitos da
diidrotestosterona também foram em parte bloqueados. Esse trabalho
demonstrou uma acao antiandrogénica da epitestosterona (NUCK et al. 1987).
Outros trabalhos demonstraram que esse esteroide é capaz de reduzir os
efeitos da testosterona sobre o aumento de peso corporal em ratos castrados
(STARKA et al. 1996), além de promover uma reducéo significativa do peso da
préstata em ratos ndo castrados (LAPCIK et al. 1994). Comparando o peso dos
rins e das vesiculas seminais em camundongos castrados com reposicdo de
testosterona e em camundongos castrados que receberam epitestosterona, a
diminuicdo do peso dos tecidos foi muito superior no grupo tratado com

epitestosterona. Nesse estudo, o efeito antiandrogénico da epitestosterona
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mostrou-se maior do que o apresentado pelo acetato de ciproterona (STARKA
et al. 1989; STARKA et al. 2003). Em um trabalho com camundongos, a
epitestosterona promoveu uma reduc¢do na densidade 6ssea e no contetdo de
calcio e fosfato do osso femoral em animais tratados. Essa reducdo, porém,
mostrou-se muito inferior & apresentada pelo grupo de animais castrados.
(BROULIK et al. 1997).

Experimentos in vitro confirmaram a acdo antiandrogénica da
epitestosterona, demonstrando que esse esteroide atua como inibidor
competitivo da enzima 5a-redutase, responsavel por converter testosterona em
diidrotestosterona (STARKA et al. 1989; STARKA et al. 1991; STARKA et al.
2003). Outro mecanismo responsavel por esse efeito antiandrogénico é a
inibicdo competitiva do iAR, visto que uma acao direta da diidrotestosterona é
também inibida pela epitestosterona (NUCK et al. 1987; STARKA et al. 2003).
Os efeitos negativos da epitestosterona na massa 6ssea podem, portanto, ser
explicados tanto pela reducdo da formacéo de diidrotestosterona, bem como
por uma acgao antagonista sobre o iIAR (BROULIK et al. 1997). A ligacdo da
epitestosterona ao receptor de androgénios intracelular ocorre com um décimo
da afinidade apresentada pela testosterona por esse receptor (VERHOEVEN et
al. 1975).

Estudos demonstraram que, em foliculos pilosos, a epitestosterona é
capaz de reduzir os niveis de diidrotestosterona através da inibicdo da enzima
5a-redutase, além de bloquear a ligacdo desse esteroide ao iAR. A reducao
dos niveis e da acdo da diidrotestosterona pode atuar como um fator protetor
contra a perda de cabelo, visto que esse hormbnio é um dos principais

responsaveis pelo desenvolvimento do padrédo masculino de calvicie. Dessa
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forma, o aumento dos niveis de epitestosterona no foliculo piloso promove a
normalizacdo do crescimento do mesmo e reduz o processo de perda de
cabelo. Em individuos calvos, junto aos niveis elevados de diidrotestosterona,
foi demonstrado haver um aumento na razao testosterona/epitestosterona. A
dosagem desses hormdnios em individuos jovens pode, dessa forma, ser util
na prevencao do desenvolvimento de calvicie (CHOI et al. 2001; ELLIS et al.
1998).

Avaliando o efeito da epitestosterona sobre as gonadotrofinas
hipofisarias em ratos, Lapcik e colaboradores (1994) mostraram que 0s niveis
plasméticos do LH, assim como os niveis desse horménio no tecido hipofiséario,
nao diferiram entre o grupo tratado com epitestosterona e o grupo controle. Os
niveis plasméaticos e hipofisarios do FSH igualmente ndo diferiram entre os
grupos. Entretanto, em ratos tratados com epitestosterona, observou-se um
aumento significativo nos niveis de RNAm da subunidade beta do LH em todas
as doses utilizadas. Os niveis de RNAm da subunidade beta do FSH, por sua
vez, ndo foram diferentes entre os dois grupos; porém, observou-se uma
correlacao significativa entre 0 aumento gradual desses niveis e o aumento da
dose plasmatica de epitestosterona. A elevacdo dos niveis séricos de
epitestosterona foi também correlacionada a um maior conteddo de RNAmM
para a subunidade alfa, comum a ambos os horménios gonadotréficos. Além
desses achados, foi possivel verificar uma reducéo nos niveis plasmaticos de
testosterona nos ratos tratados com epitestosterona. Esse resultado pode
indicar uma acdao inibitoria dessa ultima sobre a sintese da primeira (LAPCIK et

al. 1994).
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As concentracdes séricas de epitestosterona possuem uma correlacao
negativa com os niveis de estradiol séricos. Estudos in vitro demonstraram a
influéncia da epitestosterona sobre a sintese de estradiol através de uma acéo
inibitéria sobre a enzima 17B-HSD; ndo sendo, porém, encontrada nenhuma
acéo sobre a atividade da enzima aromatase (BICIKOVA et al. 2000).

Estudando o efeito da epitestosterona sobre a espermatogénese, Behre
e colaboradores trataram ratos adultos com doses crescentes desse esteroide
por trés semanas. Entre os achados, foi observado reducdo no namero total de
esperméatides nos animais tratados. Nos animais tratados com altas doses de
epitestosterona, foi encontrada uma correlacdo negativa entre o contetudo
hipofisario de LH e o nimero total de células germinativas e esperméatides por
grama de tecido testicular. Os niveis séricos de testosterona e o niumero de
células dipldides também apresentaram uma correlacdo negativa. Esses
resultados podem indicar a participacdo deste esteroide na regulacdo do
processo de espermatogénese em ratos (BEHRE et al. 1995).

Além de exercer um efeito antiandrogénica, a epitestosterona parece
também possuir uma acdo através de um mecanismo de membrana. Uma via
de acdo nao-classica desse esteroide sobre o relaxamento do musculo liso
uterino foi descrita (PERUSQUIA et al. 1996). Um mecanismo de acéo
semelhante foi demonstrado para o 17a-estradiol (epiestradiol), por muito
tempo considerado como sendo um isédmero inativo do 17(-estradiol. Um
estudo realizado por Perusquia e Navarrete revelou que ambos os isbmeros do
estradiol, 17a e 17B-estradiol (epiestradiol), promovem o relaxamento do
musculo liso uterino através de uma via ndo gendmica. De forma similar a

epitestosterona em relacédo a testosterona, o epiestradiol apresenta uma acao
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antagonista em relacdo ao estradiol (agdo antiestrogénica), reduzindo a
resposta do tecido uterino a esse esteroide (PERUSQUIA E NAVARRETE
2005).

Estudos realizados por Hammond e colaboradores (2001) demonstraram
uma acdo neuroprotetora da epitestosterona em cultura de células de
neurénios humanos submetidos a privacdo de soro. Nessas células, esse
esteroide promoveu uma reducdo significativa nas taxas de apoptose. O
blogueio do receptor intracelular de androgénios, com o antagonista flutamida,
nao modificou o seu efeito neuroprotetor, indicando que esse ocorre por uma
via independente do iAR. Uma possivel explicacdo para esses resultados seria
a aromatizacdo da epitestosterona em 17a-estradiol, que possui uma acéo
neuroprotetora através de um mecanismo nhao-classico (HAMMOND et al.
2001).

Pouco ainda se compreende sobre o papel fisiologico da
epitestosterona. Nesse sentido, a maioria dos estudos busca investigar o efeito
deste hormonio através do mecanismo de ac¢do classico dos andrégenos,
enfocando o seu efeito antiandrogénico. H&, por conseguinte, a necessidade de
mais pesquisas enfocando um possivel mecanismo n&o classico desse
esteroide. Além disso, ndo existem trabalhos sobre a acédo desse hormdnio em

células de Sertoli de ratos imaturos.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAIS

Estudar o mecanismo de a¢do ndo classico da epitestosterona sobre o
potencial e a resisténcia de membrana em células de Sertoli de ratos de
diferentes idades.

Estudar o envolvimento do célcio nas ac¢Bes nao classicas da

epitestosterona no tecido testicular de ratos imaturos.

2.2. ESPECIFICOS

Comparar a resposta da epitestosterona com a da testosterona sobre o
potencial de membrana em células de Sertoli de ratos de diferentes
idades.

Verificar o envolvimento do receptor intracelular de androgénios na agao
da epitestosterona sobre o potencial e a resisténcia de membrana em
células de Sertoli de ratos imaturos, utilizando bloqueadores desse
receptor, como a flutamida.

Verificar o envolvimento da fosfolipase C (PLC) na acdo da
epitestosterona sobre o potencial de membrana em células de Sertoli de
ratos imaturos, utilizando bloqueadores dessa enzima, como o U73122.
Verificar o envolvimento dos canais de Ca®" dependentes de voltagem

do tipo L na acéo da epitestosterona sobre o potencial de membrana em
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células de Sertoli de ratos imaturos, utilizando bloqueadores desses
canais, como o verapamil.

Verificar a acdo da epitestosterona sobre a captacdo de “*Ca** no tecido
testicular de ratos imaturos.

Comparar a resposta da epitestosterona com a da testosterona sobre a
captacéo de **Ca** no tecido testicular de ratos imaturos.

Verificar o envolvimento do receptor intracelular de androgénios na acao
da epitestosterona sobre a captacdo de “*Ca*" no tecido testicular de
ratos imaturos, utilizando bloqueadores desse receptor, como a

flutamida.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com 10, 12, 15, 21 e 35 dias de
idade, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude —
UFRGS. Esta dissertacdo faz parte do projeto: “Acdes da epitestosterona
através de um mecanismo de membrana em células de Sertoli de ratos
imaturos: implicac6es no desenvolvimento sexual”, o qual obteve aprovacao no
Comité de Etica sob o nimero 18084 no CEUA-UFRGS.

Os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical. Os testiculos
foram imediatamente removidos do animal por incisdo abdominal, limpos e
decapsulados. As carcacas dos animais e os demais residuos bioldgicos foram
congelados e entregues ao biotério do Instituto de Ciéncias Béasicas da

UFRGS.

3.1.2. Solucbes

Foi utilizada uma solucdo tampéao Krebs-Ringer bicarbonato (KRb) como
meio de incubacéo, em todos os experimentos, preparado imediatamente antes
da realizacdo dos experimentos. Todos 0s reagentes eram de pureza “pro-
analise” (P.A) da E. Merck (Darmstadt, Alemanha). O preparo da solugéo foi

feito a partir de solugbes estoques conforme tabela 1.
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Tabela 1: Composicdo salina e concentragfes presentes nas solugbes de
estoque de Krebs e na solucao final.

Concentracdo Final na

Concentragdo das Solucio KRb (mM)
Solucdes Estoque
(g/L) (M)

NaCl 180,00 146

CLORETO DE SODIO

KCl 9,20 0,123 |47

CLORETO DE POTASSIO

KH,PO, FOSFATO DE |4,22 0,031 1.2

POTASSIO MONOBASICO

NaHCOj3; 54,60 0,65 25

BICARBONATO DE SODIO

MgS&04.7H>0 7,64 0,031 1.2

SULFATO DE MAGNESIO

CaCl3.2H20 9,60 0,065 |2.5

CLORETOQ DE CALCIO

CeH 1,05 25.00 0,14 5.5

Glicose

Para o preparo do KRb, foram adicionados volumes iguais de cada
solucdo estoque, acrescentando-se por Ultimo o sulfato de magnésio e o
cloreto de célcio, nesta ordem. A solucéo era entdo completada até seu volume
final com agua destilada, para obterem-se as concentracdes finais descritas na
tabela 1. A solucéo era gaseificada com carbogénio (0,:CO,, 95:5, v/v), até que
se atingisse o pH de 7,4, monitorado em pHmetro. A solucdo assim obtida foi
mantida em gelo durante a preparacdo do experimento. O descarte dos
residuos nao toxicos, por exemplo, das solucbes salinas que ndo foram
utilizadas, foi feito no esgoto comum. Os residuos quimicos derivados dos
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experimentos foram acondicionados em frascos para serem encaminhados
para o Centro de Gestao e Tratamento de Residuos Quimicos da UFRGS para
0 procedimento correto quanto ao descarte. Os residuos radioativos foram
acondicionados e encaminhados conforme as instrucbes do Servico de

Protecdo Radiol6gica da UFRGS.

3.1.3. Substancias utilizadas

a) Isétopo radioativo de Calcio [**Ca*']: atividade especifica 1mCi/mg, adquirido

da Du Pont — NEN Research Products. Em cada amostra foi adicionado
0,2uCi/mL. A meia vida é de 163 dias, e o decaimento era calculado a partir de
uma tabela fornecida pela Du Pont-NEN Research Products, em funcéo da
data de fabricacgéo.

b) Liguido de Cintilacdo: Optiphase Hisafe Il (Wallac, Finlandia). Foi utilizado

para a contagem da radioatividade das amostras.

c) Testosterona (figura 5): (Sigma-Aldrich, Inc-USA): Hormdnio esteroide com

acdo androgénica e anabdlica, pesado em balanca analitica e diluido em etanol
e posteriormente em KRb, produzindo uma solugcdo com 1uM de concentracdo
final no experimento. A concentracdo de etanol nao ultrapassou 0,1% na

solucéo final.

CHa

Figura 5: Estrutura molecular da Testosterona.
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d) Epistestosterona (figura 6): € um epimero da testosterona de ocorréncia

natural. Foi pesado em balanca analitica e diluido em etanol e posteriormente
em KRDb, produzindo solu¢dées com 0,5uM, 1uM e 2uM de concentracao final no

experimento. A concentragao de etanol ndo ultrapassou 0,1% na solucao final.

)
I

o

Figura 6: Estrutura molecular da Epitestosterona.

e) Flutamida (Sigma-Aldrich, Inc-USA) (figura 7): Bloqueador do receptor

intracelular de androgénios. Solavel em DMSO. Foi utilizada em concentracdes
de 1pM. Os experimentos realizados com flutamida foram protegidos da luz,
visto se tratar de uma substancia fotossensivel. Os experimentos foram
conduzidos e processados sob lampada de soédio. A concentracdo de DMSO

nao ultrapassou 0,1% na solugéo final.

Figura 7: Estrutura molecular da Flutamida.
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g) U73122 (Sigma-Aldrich, Inc-USA) (figura 8): (1-[6-[[(178)-3-Methoxyestra-

1,3,5(10)-trien-17-yllamino]hexyl]-1H-pyrrole-2,5-dione). Bloqueador da enzima
fosfolipase C (PLC), pesado em balanca analitica e diluido em etanol e
posteriormente em KRb, produzindo uma solu¢do com 2uM de concentracdo
final no experimento. A concentracdo de etanol nao ultrapassou 0,1% na

solugéo.

el

Figura 8: Estrutura molecular do U73122.

h) Verapamil (Sigma-Aldrich, Inc-USA) (figura 9): Blogueador dos canais de

calcio tipo L voltagem-dependente (L-VDCC). Pesado em balanca analitica,
diluido em etanol e posteriormente em KRb, produzindo uma solu¢cdo com
100uM de concentragédo final no experimento. A concentragdo de etanol nao

ultrapassou 0,1% na solugéo.
0CH;
OCH,

KO
0o
K0

CHy

Figura 9: Estrutura molecular do verapamil.
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3.2. METODOS

3.2.1. Técnica Eletrofisiolégica de Registro Intracelular

Apl6s serem decapsulados, os testiculos foram cuidadosamente
estirados em uma camara de perfusdo com o auxilio de duas pingas de ponta
fina. Os tubulos seminiferos expostos (5 a 10) foram presos no fundo da
camara com uma grade de fio ortodontico. A camara foi preenchida com 1mL
de KRb glicosado e levada para a perfusao. Os tubulos foram perfundidos com
o fluxo de 1mL/min de KRb glicosado (5 mmol/l), a 36°C, pH 7,4, equilibrado
com O,:CO; (95:5; viv).

O potencial de membrana das células de Sertoli foi registrado com
microeletrodos preenchidos com 3mol/L de KCI, com uma resisténcia de 15 a
25 MQ (figura 10). O microeletrodo foi conectado a um amplificador intracelular
(Intra 767, WPI Inc UK), e o sinal era monitorado por um osciloscépio
(Tektronix, 2 Channel Digital Oscilloscope TDS 210). Os tracados observados
no osciloscopio foram adquiridos e armazenados em um computador através
de uma placa e um programa de interface (Wavestar Lite Version 1.0.10).
Pulsos quadrados de corrente (0,5 nA, 0,5 Hz e 200 ms) foram aplicados
através do eletrodo de registro por um estimulador de pulso de corrente (S48K
Astromed, Grass instruments) para avaliar a resisténcia da membrana. As
substancias testadas (epitestosterona e testosterona) foram aplicadas
topicamente ao banho apods a estabilizacdo do potencial de repouso da célula
por pelo menos 2 minutos. Antagonistas ou bloqueadores (flutamida, U73122

ou verapamil) foram aplicados, minutos antes do horménio, por perfusao na
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camara onde estdo localizados os tubulos seminiferos. Os registros da
variacdo do potencial de membrana e da resisténcia da membrana foram
realizados com os diferentes tratamentos. Cada tratamento foi repetido por no

minimo cinco vezes em diferentes células (figura 11).

3.2.2. Célculo da Resisténcia da Membrana

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

como segue abaixo:

| = corrente (A- ampere)
V = voltagem (V- volts)
R= resisténcia (Q- ohms)
LEI DE OHM:

I=VIR = R=V/I

Resisténcia da membrana = Voltagem registrada no osciloscépio / pulso de

corrente aplicado.

A voltagem registrada no osciloscopio esta relacionada com o valor de
resisténcia correspondente ao tracado vertical, obtido no registro do potencial
de membrana da célula em decorréncia do pulso de corrente aplicado. O pulso

de corrente aplicado foi de 0,5nA.
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IMMATURE SEMINIFEROUS TUBULES

MICROELECTRODE

MP= -44%0.5mV

MR= 9.3%0.7MQ

= / i
JUNCTIONS —,
SERTOLI CELLS

) Y

Figura 10. Representacdo esquematica da técnica eletrofisiolégica em tubulos
seminiferos com a média dos valores basais de potencial de membrana (PM) e
resisténcia da membrana (RM) (LOSS et al. 2011)

- 47

>
sl
=

10s

Figura 11. Representacdo de um registro de controle de uma célula com
potencial de membrana de -47mV. Os tracos verticais correspondem a
resisténcia da membrana pela aplicacdo de pulsos de 0,5nA.

3.2.3. Captacéo de “°Ca** em testiculos inteiros

Foram utilizados ratos de 10-12 dias de idade. Os animais foram mortos

através de deslocamento cervical. Os testiculos, apés serem retirados, foram

limpos,

pesados, decapsulados e colocados em salina, Krebs Ringer

bicarbonato (KRb) (mantida a 32°C, pH 7,4, gaseificada com mistura de 0,:CO,
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(95:5; v/v). As gbnadas foram pré-incubadas por 60 minutos em KRb na
presenca de “Ca®** (4,44 KBg/20ng), para alcancar o equilibrio intra e
extracelular de **Ca**, e na presenca ou auséncia de flutamida (1uM). Os
testiculos foram incubados por 5 minutos na presenca de “*Ca®" com ou sem
testosterona (1uM) ou epitestosterona (1uM). Para finalizar a incubacao foram
adicionados a cada frasco, 2mL de cloreto de lantano (10mM) a 2°C para parar
o fluxo de captacdo de calcio (BATRA et al. 1983). O sobrenadante foi
preservado e os testiculos foram lavados duas vezes com a solucdo de cloreto
de lantano fria. Os testiculos, entdo, foram removidos para tubos com 1mL de
agua destilada. Todos os tubos foram congelados por 24 horas e os testiculos
foram fervidos por dez minutos. Aliquotas de 100uL do meio interno e externo
foram tomadas para a medida de radioatividade em liquido de Aquasol 2. A
radioatividade foi dosada em contagens por minuto (cpm) em um
espectrometro de Cintilacdo LKB Rack-Beta modelo 1215 (LKB Produkter AB,
Bromma, Suécia) com eficiéncia de 85 a 90%. O valor em cpm foi convertido a
pmoles de célcio de acordo com o decaimento da atividade especifica do
“5Ca®", fornecido pelo fabricante. Os resultados foram expressos pela razédo

pmoles *°Ca?*/ g de tecido.
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3.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos da analise da resposta eletrofisiolégica foram
dados pela média + SEM da variacdo do potencial e da resisténcia da
membrana em diferentes tempos apds a aplicacdo das substancias estudadas.
Os resultados da captacdo de *°Ca** foram dados pela média razdo pmoles de
4>Ca*'/ g de tecido + SEM.

Para a andlise estatistica dos resultados da variacdo do potencial de
membrana das células de Sertoli e da captacdo de **Ca?* no tecido testicular
foi realizado o teste ANOVA de uma ou duas vias para medidas repetidas,
seguido do poés-teste de Bonferroni. Para a andlise estatistica dos resultados
da variagdo da resisténcia de membrana das células de Sertoli foi realizado o
Teste t de Student ndo pareado. As andlises foram realizadas utilizando o
software GraphPad InStat versédo 3.01, 32 bit para Windows 95/NT (GraphPad
Software, S&o Diego, California, EUA, www.graphpad.com). Foram

considerados significativos resultados que apresentaram um p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Valores do potencial e da resisténcia de membrana basais das células

de Sertoli de ratos de 15, 21 e 35 dias de idade

Nas condi¢cdes experimentais desse trabalho, as caracteristicas elétricas
basais registradas das células de Sertoli de ratos de 15 dias de idade foram as
seguintes: potencial de repouso de -44+9.0mV (n=29 células) e resisténcia de
membrana de 32.9+10MQ (n=29 células). As caracteristicas elétricas basais
registradas das células de Sertoli de ratos de 21 dias de idade foram as
seguintes: potencial de repouso de -46£6.7mV (n=11 células) e resisténcia de
membrana de 19.7+6MQ (n=11 células). As caracteristicas elétricas basais
registradas das células de Sertoli de ratos de 35 dias de idade foram as
seguintes: potencial de repouso de -39£7.9mV (n=9 células) e resisténcia de
membrana de 23.3+t7MQ (n=9 células). Essas condicbes permaneceram

estaveis pelo menos por 30 minutos antes do experimento.
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4.2. Efeito da epitestosterona em diferentes doses sobre o potencial de

membrana em células de Sertoli de ratos de 15 dias de idade.

A aplicagdo da epitestosterona ocasionou uma resposta de
despolarizacdo no potencial de membrana das células de Sertoli (figura 13),
sendo significativa aos 120 segundos apo6s a aplicacdo na dose de 1uM e aos
180 segundos apds a aplicagdo nas doses de 0,5, 1 e 2uM, em comparagao

com o repouso (figura 12).

—a— Epitestosterona (2uM)
—o— Epitestosterona (1uM)
-+- Epitestosterona (0.5uM)

-35.0+

Potencial de membrana
(mV)

-45.0 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

Tempo (segundos)

Figura 12: Efeito da epitestosterona nas doses de 0,5uM (n=5 células), 1uM
(n=9 células) e 2uM (n=6 células) sobre o potencial de membrana em células
de Sertoli de ratos de 15 dias de idade. ANOVA de duas vias para medidas
repetidas (*p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 em relacéo ao repouso).

Epitestosterona(1uM) wL

|

Figura 13: Registro do potencial de membrana de uma célula de Sertoli tipica
apos a aplicacdo topica da epitestosterona (1uM). Potencial de repouso:
-44 mV.
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4.3. Comparacao do efeito da epitestosterona e da testosterona sobre o

potencial de membrana em células de Sertoli de ratos de 15 dias de idade.

A epitestosterona ocasionou uma resposta de despolarizagdo no
potencial de membrana das células de Sertoli, sendo significativa aos 120 e
180 segundos apos a aplicacdo, em comparacdo com o repouso (figura 14). A
testosterona ocasionou também uma resposta de despolarizagdo significativa
aos 120 e 180 segundos apds a aplicagcdo, em comparagcdo com 0 repouso
(figura 15). N&o houve diferenca significativa em relacdo a resposta

despolarizante desses dois hormonios (figura 14).

—s— Epitestosterona (1uM) -
ratos de 15 dias de idade

-0 Testosterone (1uM) -
ratos de 15 dias de idade

=354

(mV)

Potencial de membrana

-50 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

Tempo (segundos)

Figura 14: Efeito da epitestosterona (LuM) (n=9 células) e da testosterona
(L1uM) (n=9 células) sobre o potencial de membrana em células de Sertoli de
ratos de 15 dias de idade. ANOVA de duas vias para medidas repetidas
(*p<0.05 e **p<0.001 em relacdo ao repouso).

Testosterona el

20s

|
T

Figura 15: Registro do potencial de membrana de uma célula de Sertoli tipica
apos a aplicacao topica da testosterona (1uM). Potencial de repouso: -42mV
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4.4. Comparacao do efeito da epitestosterona e da testosterona sobre o

potencial de membrana em células de Sertoli de ratos de 21 dias de idade.

A epitestosterona ocasionou uma resposta de despolarizacdo no
potencial de membrana das células de Sertoli de ratos de 21 dias de idade,
sendo significativa aos 180 segundos apds a aplicacdo, comparando com o
repouso (figura 16). A testosterona ocasionou também uma resposta de
despolarizacdo significativa aos 180 segundos apds a aplicagdo, em
comparacao com o repouso (figura 16). Nao houve diferenca significativa em

relacao a resposta despolarizante desses dois horménios.

—s— Epitestosterona (1uM) -
ratos de 21 dias de idade

-0 Testosterona (1uM) -
ratos de 21 dias de idade

(mV)

Potencial de membrana

-47.54

T T T
0 30 60 920 120 150 180
Tempo (segundos)

Figura 16: Efeito da epitestosterona (1uM) (n=6 células) e da testosterona
(A1uM) (n=5 células) sobre o potencial de membrana em células de Sertoli de
ratos de 21 dias de idade. ANOVA de duas vias para medidas repetidas
(*p<0.05 e **p<0.001 em relacdo ao repouso).
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4.5. Comparacao do efeito da epitestosterona e da testosterona sobre o

potencial de membrana em células de Sertoli de ratos de 35 dias de idade.

A epitestosterona ocasionou uma resposta de despolarizacdo no
potencial de membrana das células de Sertoli de ratos de 35 dias de idade,
sendo significativa aos 120 e 180 segundos apos a aplicacdo, comparando
com o repouso (figura 17). A testosterona ocasionou também uma resposta de
despolarizacao significativa aos 120 e 180 segundos apds a aplicacdo, em
comparacao com o repouso (figura 17). Nao houve diferenca significativa em

relacao a resposta despolarizante desses dois horménios.

—=— Epitestosterona (1uM) -
ratos de 35 dias de idade

-0 Testosterona (1uM) -
ratos de 35 dias de idade

-32.54
A

(mV)

-40.04

Potencial de membrana

T T T
0 30 60 90 120 150 180
Tempo (segundos)

Figura 17: Efeito da epitestosterona (LuM) (n=5 células) e da testosterona
(1uM) (n=4 células) sobre o potencial de membrana em células de Sertoli de
ratos de 35 dias de idade. ANOVA de duas vias para medidas repetidas
(*p<0.05, **p<0.01 e **p<0.001 em relacdo ao repouso).
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4.6. Comparacao do efeito da epitestosterona sobre a variagcdo do
potencial de membrana em células de Sertoli de ratos de 15, 21 e 35 dias

de idade.

Comparando o efeito da epitestosterona sobre a variagdo do potencial
de membrana em células de Sertoli de ratos de 15, 21 e 35 dias de idade,
houve diferenca significativa entre essa variacdo em células de Sertoli de ratos
de 21 dias de idade em comparacao com células de Sertoli de ratos de 15 dias

de idade (figura 18).

[_1Epitestosterona (1uM) -
ratos de 15 dias de idade

[ Epitestosterona (1uM) -
ratos de 21 dias de idade

Il Epitestosterona (1uM) -

15 ratos de 35 dias de idade

10+ T

Variacao do Potencial
de membrana (AmV)

Figura 18: Comparacéo do efeito da epitestosterona (1uM) sobre a variagao do
potencial de membrana em células de Sertoli de ratos de 15, 21 e 35 dias de
idade. ANOVA de duas vias para medidas repetidas (*p<0.05 em relacédo a
variacdo do potencial de membrana do grupo de ratos de 15 dias).
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4.7. Comparacao do efeito da testosterona sobre a variagdo do potencial

de membrana em células de Sertoli de ratos de 15, 21 e 35 dias de idade.

Comparando o efeito da testosterona sobre a variagdo do potencial de
membrana em células de Sertoli de ratos de 15, 21 e 35 dias de idade, ndo
houve diferenca significativa entre essa variagdo nas trés idades testadas

(figura 19).

[ Testosterona (1uM) -
ratos de 15 dias de idade

[ Testosterona (1uM) -
ratos de 21 dias de idade

15+ Il Testosterona (1uM) -
ratos de 35 dias de idade

10+

Variacao do Potencial
de membrana (AmV)

Figura 19: Comparacéo do efeito da testosterona (1uM) sobre a variacdo do
potencial de membrana em células de Sertoli de ratos de 15, 21 e 35 dias de
idade. ANOVA de duas vias para medidas repetidas.
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4.8. Efeito da epitestosterona sobre a resisténcia de membrana em células

de Sertoli de ratos de 15 dias de idade.

A epitestosterona ocasionou um aumento na resisténcia de membrana
das células de Sertoli de ratos de 15 dias de idade. Essa resposta foi
significativa aos 180 segundos ap0s a aplicacdo, em comparagdo com o

repouso (figura 20).

1 Repouso

[ Epitestosterona (1uM) -
ratos de 15 dias de idade

~
o
J

%

Resisténcia de
membrana (MQ)

N
w
1

180 segundos

Figura 20: Efeito da epitestosterona (1uM) (n=9 células) sobre a resisténcia de
membrana em células de Sertoli de ratos de 15 dias de idade. Teste t de
Student (*p<0.05 em relacdo ao repouso).
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4.9. Efeito da epitestosterona sobre a resisténcia de membrana em células

de Sertoli de ratos de 21 dias de idade.

A epitestosterona ocasionou um aumento na resisténcia de membrana
das células de Sertoli de ratos de 21 dias de idade. Essa resposta foi
significativa aos 180 segundos ap0s a aplicagdo comparando com O repouso

(figura 21).
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Figura 21: Efeito da epitestosterona (1uM) (n=6 células) sobre a resisténcia de
membrana em células de Sertoli de ratos de 21 dias de idade. Teste t de
Student (*p<0.05 em relacdo ao repouso).
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4.10. Efeito da epitestosterona sobre a resisténcia de membrana em

células de Sertoli de ratos de 35 dias de idade.

A epitestosterona ocasionou um aumento na resisténcia de membrana
das células de Sertoli de ratos de 35 dias de idade. Esta resposta foi
significativa aos 180 segundos ap0s a aplicagdo comparando com O repouso

(figura 22).

1 Repouso

[ Epitestosterona (1uM) -
ratos de 35 dias de idade

*

404 _I_

Resisténcia de
membrana
(MQ)

w
T

180 segundos

Figura 22: Efeito da epitestosterona (1uM) (n=5 células) sobre a resisténcia de
membrana em células de Sertoli de ratos de 35 dias de idade. Teste t de
Student (*p<0.05 em relacdo ao repouso).
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4.11. Efeito do bloqueador do receptor de androgénios intracelular,
flutamida, sobre a resposta despolarizante da epitestosterona em células

de Sertoli de ratos de 15 dias de idade.

Na presenca do bloqueador do receptor de androgénios intracelular,
flutamida, a epitestosterona continuou apresentando uma resposta
despolarizante significativa aos 120 e 180 segundos ap6s a aplicacao,
comparando com o repouso (figuras 23 e 24). Nao houve diferenca significativa

na resposta de despolarizacao da epitestosterona entre as células com e sem

flutamida.
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Figura 23: Efeito da flutamida (1uM) sobre a resposta despolarizante da
epitestosterona (1uM) (n=6 células) em células de Sertoli de ratos de 15 dias
de idade. ANOVA de duas vias para medidas repetidas. (**p<0.01 e
***pn<0.001lem relagéo ao repouso).
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Figura 24: Registro do potencial de membrana de uma célula de Sertoli tipica
perfundida com flutamida, apds a aplicacao topica da epitestosterona (1uM).
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4.12. Efeito do bloqueador do receptor de androgénios intracelular,
flutamida, sobre a acdo da epitestosterona na resisténcia de membrana

em células de Sertoli de ratos de 15 dias de idade.

Na presenca do bloqueador do receptor de androgénios intracelular,
flutamida, a epitestosterona continuou apresentando uma resposta de aumento
da resisténcia de membrana em células de Sertoli (figura 25). Essa resposta foi
significativa aos 180 segundos apds a aplicacdo comparando com 0O repouso.
N&o houve diferenca significativa nessa resposta da epitestosterona entre as

células com e sem flutamida.
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Figura 25: Efeito da flutamida (1uM) sobre a acédo da epitestosterona (1uM)
(n=6 células) sobre a resisténcia de membrana em células de Sertoli de ratos
de 15 dias de idade. ANOVA de duas vias para medidas repetidas (*p<0.05 em
relacdo ao repouso).
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4.13. Efeito do bloqueador dos canais de célcio tipo L, verapamil, sobre a
acao despolarizante da epitestosterona em células de Sertoli de ratos de

15 dias de idade.

Na presenca do bloqueador dos canais de célcio tipo L, verapamil, a
resposta despolarizante da epitestosterona foi parcialmente reduzida, né&o
havendo diferenga significativa na variagdo do potencial de membrana das
células estimuladas com epitestosterona em relacdo ao potencial de repouso
(figuras 26 e 27). Comparando a variacdo do potencial de membrana das
células com e sem verapamil, ndo houve diferenca significativa. O conjunto dos

resultados indica um bloqueio parcial da resposta desse hormonio pelo farmaco

verapamil.
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Figura 26: Efeito do verapamil (100uM) sobre a acéo da epitestosterona (1uM)
(n=6 células) sobre o potencial de membrana em células de Sertoli de ratos de
15 dias de idade. ANOVA de duas vias para medidas repetidas (***p<0.001 em
relacdo ao repouso).
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Figura 27: Registro do potencial de membrana de uma célula de Sertoli tipica
perfundida com verapamil, apds a aplicacao topica da epitestosterona (1uM).
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4.14. Efeito do inibidor da enzima fosfolipase C, U73122, sobre a acéo
despolarizante da epitestosterona em células de Sertoli de ratos de 15

dias de idade.

Na presenca do bloqueador da enzima fosfolipase C, U73122, a
resposta despolarizante da epitestosterona foi parcialmente reduzida, nao
havendo diferenga significativa na variagdo do potencial de membrana das
células estimuladas com epitestosterona em relacdo ao potencial de repouso
(figura 28). Comparando a variagédo do potencial de membrana das células com
e sem U73122, ndo houve diferenca significativa. O conjunto dos resultados
indica um bloqueio parcial da resposta desse horménio na presenca do

u73122.
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Figura 28: Efeito do U73122 (2uM) sobre a acdo da epitestosterona (1uM)
(n=8 células) sobre o potencial de membrana em células de Sertoli de ratos de
15 dias de idade. ANOVA de duas vias para medidas repetidas (***p<0.001 em
relacéo ao repouso).
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4.15. Comparacgédo do efeito da epitestosterona e da testosterona sobre a

captacdo de *°Ca*' no tecido testicular de ratos de 10-12 dias de idade.

A epitestosterona ocasionou um aumento na captacdo de “°Ca®" no
tecido testicular de ratos de 10-12 dias de idade ap6s 5 minutos de incubagéo.
Esse aumento foi significativo em comparagdo com o basal (figura 29). A
testosterona também ocasionou um aumento na captacdo “°Ca** no tecido
testicular apdés 5 minutos de incubacdo (figura 29). Esse aumento foi
significativo comparando com o basal. Ndo houve diferenca em relagdo a

resposta desses dois hormonios.
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Figura 29: Comparacdo do efeito da epitestosterona (1puM) (n=5) e da
testosterona (1pM) (n=5) sobre a captacao de %5Ca® no tecido testicular.
ANOVA de duas vias para medidas repetidas (*p<0.05 em relagéo ao controle).
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4.16. Efeito do bloqueador do receptor de androgénios intracelular,
flutamida, sobre a acdo da epitestosterona na captacdo de *°Ca** no

tecido testicular de ratos de 10-12 dias de idade.

Na presenca do bloqueador do receptor de androgénios intracelular,
flutamida, a epitestosterona continuou apresentando uma resposta de aumento
na captacéo de *>Ca*" no tecido testicular de ratos de 10-12 dias de idade ap6s
5 minutos de incubacdo (figura 30). Esse aumento foi significativo em

comparacao com o basal e em comparacao com o grupo flutamida.
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Figura 30: Efeito da flutamida (1uM) sobre a acdo da epitestosterona (1uM)
(n=5) sobre a captacdo de “°Ca*" no tecido testicular. ANOVA de duas vias
para medidas repetidas (*p<0.05 em relagdo ao controle e p<0.05 em relacéo
ao grupo flutamida).
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5. DISCUSSAO

Os resultados encontrados neste trabalho demonstram um mecanismo
de acdo rapido da epitestosterona em células de Sertoli de ratos Wistar
imaturos. Em diferentes doses (0,5, 1 e 2uM), esse hormbnio promoveu uma
resposta de despolarizacdo do potencial de membrana, significativa aos 120 e
180 segundos apoés sua aplicacdo, em comparacdo com o repouso (figura 12).
Na figura 13, ha o registro do potencial de membrana de uma célula de Sertoli
tipica ap6s a aplicacdo topica da epitestosterona, demonstrando esta resposta
despolarizante. O curto periodo em que a acédo desse hormoénio foi deflagrada
€ incompativel com o tempo necessario para 0S processos de transcricao
génica e sintese protéica resultantes da ligacdo dos esteroides ao iAR, que
podem levar de minutos até horas (LOSEL et al. 2003). Essa resposta rapida
ocorre, provavelmente, através da ligacdo da epitestosterona em um receptor
localizado na membrana plasmética, assim como j& foi descrito para outros
androgénios (SUN et al. 2006; MACHELON et al. 1998; LOSS et al. 2004;
CAVALARI et al. 2012). Conquanto esse receptor androgénico ndo tenha sido
ainda caracterizado em nivel molecular, receptores de membrana para outros
esteroides, como o estradiol e a progesterona, ja foram identificados e sdo os
responsaveis pela acdo nao classica desses horménios (HAZELL et al. 2009;
LINDSEY et al. 2009). Esses dados também corroboram com os resultados
encontrados sobre a acdo rapida da epitestosterona em células musculares
lisas no tecido uterino (PERUSQUIA et al. 1996). Assim como a
epitestosterona, que é um isbmero da testosterona, o 17a-estradiol, que,

anteriormente, se acreditava tratar de um isdbmero hormonalmente inativo do
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17B-estradiol, também apresentou uma resposta nao classica no tecido uterino
(PERUSQUIA et al. 2005).

Em ratos, as células de Sertoli proliferam-se entre o periodo fetal e o
neonatal, até mais ou menos 15 a 20 dias ap0s o nascimento. Apds esse
periodo, ocorre um processo de maturacdo, que envolve a perda da
capacidade proliferativa e a formacdo de jun¢des oclusivas entre as células
para a formacao da barreira hematotesticular. Apesar da presenca de algumas
células de Sertoli adultas ao final do periodo neonatal, essas se tornam
prevalentes apés os 30 dias de idade, momento em que a maioria completa
seu processo maturativo (SHARPE et al. 2003). No presente estudo,
comparamos as respostas despolarizantes da epitestosterona e da
testosterona em células de Sertoli de ratos com 15, 21 e 35 dias de idade.
Nessas idades, as células de Sertoli encontram-se em diferentes fases do seu
desenvolvimento, sendo as mesmas caracterizadas, respectivamente, como:
fase de proliferacdo, de diferenciacdo e fase adulta (SHARPE et al. 2003). A
resposta eletrofisiolégica despolarizante da epitestosterona foi semelhante a
apresentada pela testosterona em todas as idades avaliadas (figuras 14, 15, 16
e 17). Na figura 15 ha o registro do potencial de membrana de uma célula de
Sertoli tipica ap6s a aplicacdo tépica da testosterona, demonstrando um padréo
de despolarizacdo semelhante ao apresentado pela epitestosterona. Esses
resultados indicam para um possivel mecanismo de acdo similar desses dois
horménios, que se mantém ao longo do desenvolvimento das células de
Sertoli.

Trabalhos envolvendo as acdes nao classicas da testosterona em

células de Sertoli constataram que, quando a mesma é aplicada topicamente

59



em concentracdes fisiologicas (0,1 a 0,25 uM), produz uma despolarizacdo
imediata (< 1 segundo) sobre o potencial de membrana (VON LEDEBUR, et al.
2002, LOSS et al., 2004). Esta despolarizacdo aumenta com o tempo,
chegando ao seu maximo em 5 minutos, e retorna ao potencial de repouso
apos a preparacao ser lavada com solucao salina (VON LEDEBUR et al. 2002).
A resposta a testosterona é especifica, uma vez que nem a progesterona nem
o estradiol exercem algum efeito na membrana destas células (VON LEDEBUR
et al. 2002). O perfil da resposta de despolarizacdo desse hormdnio em células
de Sertoli é similar para diferentes concentragbes (0,1 a 10 uM), variando
apenas em intensidade e sendo maior nas doses mais elevadas (VON
LEDEBUR et al. 2002). Apesar de a epitestosterona apresentar uma acao
antagbnica em relacdo a testosterona sobre o receptor de androgénios
intracelular (NUCK et al. 1987; STARKA et al. 2003), ambos os esteroides
parecem atuar de forma semelhante sobre um provavel receptor localizado na
membrana em células de Sertoli.

Além disso, quando comparamos o efeito da epitestosterona sobre a
variagdo do potencial de membrana em células de Sertoli de ratos nas trés
idades testadas, verificamos uma diferenca significativa entre as células de
ratos de 21 dias de idade e as células de ratos de 15 dias de idade. Em células
de ratos com 21 dias, a variacdo do potencial de membrana, 180 segundos
apos a aplicacdo do horménio, foi significativamente maior do que em células
de ratos com 15 dias (figura 18). Essa diferenca encontrada pode estar
refletindo modificacbes sofridas pelas células de Sertoli ao longo do seu
desenvolvimento, uma vez que, apés os 15-17 dias de idade do rato, essas

células cessam sua atividade proliferativa e iniciam uma fase de diferenciacéo
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(SHARPE et al. 2003). Quando comparamos o efeito da testosterona sobre a
variagdo do potencial de membrana em células de Sertoli de ratos de 15, 21 e
35 dias de idade, ndo se observa diferenca significativa entre essa variagéo
nas trés idades testadas (figura 19).

Em células de Sertoli de ratos nas trés idades estudadas, a
epitestosterona promoveu um aumento na resisténcia de membrana,
significativo apés 180 segundos de sua aplicacdo, em comparacdo com O
repouso (figuras 20, 21 e 22). Essa resposta eletrofisiologica pode indicar uma
redugéo da corrente i6nica ao longo da membrana celular, que, por sua vez,
pode estar ligada ao fechamento de canais ibnicos. Uma ag¢ao semelhante a
essa foi encontrada para outros esteroides, como a testosterona e a
nandrolona, e para a catequina, um flavonoide de ocorréncia natural (LOSS et
al. 2004; CAVALARI et al. 2012). Estudando a acdo da nandrolona e da
catequina sobre o potencial e a resisténcia de membrana em células de Sertoli
de ratos de 15 dias de idade, Cavalari e colaboradores (2012) demonstraram
que a aplicacdo topica dessas substancias promove uma resposta
despolarizante, assim como um aumento da resisténcia de membrana, de
forma semelhante a testosterona (CAVALARI et al. 2012).

Para investigar a participacdo do receptor intracelular de androgénios
(IAR) na resposta eletrofisiologica da epitestosterona em células de Sertoli de
ratos de 15 dias de idade, foi utilizada a flutamida, um antagonista desse
receptor. Na presenca desse bloqueador, tanto a resposta eletrofisiolégica de
despolarizacdo como a de aumento da resisténcia de membrana, ocasionadas
pela epitestosterona, ndo foram modificadas (figuras 23, 24 e 25). Na figura 24

h&d o registro do potencial de membrana de uma célula de Sertoli tipica
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perfundida com flutamida, apés a aplicacdo topica da epitestosterona,
demonstrando que a resposta despolarizante deste esterdide ocorre mesmo na
presenca desse antagonista do iIAR. Esses achados indicam, portanto, que as
acOes ndo classicas da epitestosterona em células de Sertoli parecem ocorrer
através da ligacdo dessa a outro receptor, que ndo o iAR. Corroborando com
0os resultados encontrados, ha varios estudos mostrando que muitas das
respostas rapidas dos esteroides androgénicos ocorrem de forma
independente do iAR. Machelon e colaboradores (1998), investigando os
efeitos ndo gendmicos da androstenediona em células granulosas humanas,
demonstraram que esse esteroide é capaz de aumentar os niveis de calcio
intracelular mesmo na presenca de hidroxiflutamida. Em células de Sertoli, o
esteroide nandrolona e o flavonoide catequina sao, igualmente, capazes de
promover uma resposta rapida de despolarizacdo, assim como um aumento na
resisténcia de membrana e na captacdo de **Ca®", mesmo na presenca de
flutamida (CAVALARI et al. 2012). Apesar disso, ha também muitos trabalhos
discutindo a possibilidade do receptor de androgénios de membrana tratar-se
do préprio iAR. Um estudo realizado em células de Sertoli demonstrou que a
testosterona, em doses de 100nM, € capaz de induzir, em 5 minutos, a
migracdo do iIAR para a membrana plasmatica (CHENG et al. 2007). Outro
trabalho realizado em células de Sertoli demonstrou que a utilizacao de
hidroxiflutamida foi capaz de bloquear o aumento dos niveis de calcio
citoplasmatico induzidos pela testosterona (GORCZYNSKA e HANDELSMAN
1995). No tecido prostatico, 0 aumento dos niveis desse ion ocasionado pela
testosterona foi igualmente bloqueado pelo uso de flutamida; porém, néo pelo

uso de acetato de ciproterona (LYNG et al. 2000). Conquanto ainda sejam
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necessarios muitos estudos para esclarecer qual o receptor envolvido nas
respostas ndo classicas dos androgénios, em relacdo as acdes da
epitestosterona em células de Sertoli, 0s presentes resultados indicam que as
mesmas ocorrem de forma independente do iIAR.

A fim de verificar a participacdo dos L-VDCC na resposta
eletrofisiol6gica da epitestosterona, foi utilizado o bloqueador desses canais, 0
farmaco verapamil (figuras 26 e 27). Na presenca desse bloqueador, ndo
houve diferenca no potencial de membrana ap6s 180 segundos de aplicacéo
do hormdnio, em comparacdo com O repouso. Esse resultado indica um
blogueio na resposta despolarizante desse esteroide. Porém, comparando a
variagdo do potencial de membrana das células com e sem verapamil, ndo
houve também diferenca significativa. Esses achados caracterizam, portanto,
um bloqueio parcial da resposta de despolarizacdo da epitestosterona na
presenca de verapamil e demonstram a participagdo dos L-VDCC nesta
resposta. Na figura 27 h& o registro do potencial de membrana de uma célula
de Sertoli tipica perfundida com verapamil, apdés a aplicacdo topica da
epitestosterona, demonstrando a auséncia da resposta de despolarizacao
desse esterdide na presenca desse farmaco. O envolvimento desses canais
nas acoes rapidas de membrana também foi constatado para outros horménios
em diversos tipos celulares. Em osteoblastos, a testosterona foi capaz de
promover, apds cinco segundos, um aumento nos niveis de célcio intracelular
através dos canais L-VDCC, e também através da mobilizacdo dos estoques
presentes no reticulo endoplasmatico (LIEBERHERR et al. 1994).
Experimentos realizados em células de Sertoli de ratos imaturos demonstraram

que a resposta despolarizante da testosterona é capaz de induzir a abertura de
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canais do tipo L-VDCC, levando ao aumento dos niveis de célcio intracelular.
Estudos demonstraram que, na presenca de agentes bloqueadores desses
canais, tais como verapamil, nifedipina e Ni*?, ocorre uma reduc&o na resposta
despolarizante da testosterona em células de Sertoli de ratos imaturos (VON
LEDEBUR et al. 2002; LOSS et al. 2011). Outros trabalhos igualmente
mostraram que a utilizagéo de inibidores dos L-VDCC pode suprimir 0 aumento
do calcio citoplasmatico deflagrado por esse horménio (GORCZYNSKA e
HANDELSMAN 1995; LOSS et al. 2004). Em células granulosas, o aumento
dos niveis desse ion ocasionado pela androstenediona também foi inibido na
presenca de verapamil (MACHELON et al. 1998).

Analisando a participagdo da enzima fosfolipase C na resposta
despolarizante da epitestosterona, utilizou-se o inibidor dessa enzima, o
U73122. Na presenca do mesmo, a acao eletrofisioldgica desse esteroide foi
inibida. Nao ocorreu diferenca significativa entre o potencial de membrana 180
segundos apdés a aplicacdo e o repouso. Contudo, comparando a variagao do
potencial de membrana entre as células com e sem U73122, nao foi
encontrada também diferenga significativa, caracterizando uma inibigéo parcial
dessa resposta (figura 28). Esses achados apontam, por conseguinte, para o
envolvimento dessa enzima nas a¢fes de membrana da epitestosterona em
células de Sertoli. A participacdo da PLC nas respostas rapidas de membrana
de esteroides foi demonstrada por diversos trabalhos. Estudando a acgéo
despolarizante da testosterona em células de Sertoli, foi possivel constatar que
a mesma pode ser inteiramente bloqueada com a utilizacdo de U73122 (VON
LEDEBUR et al. 2002; LOSS et al. 2004). Além disso, 0 aumento da captacao

de “*Ca** no tecido testicular de ratos imaturos pode igualmente ser
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completamente anulado na presenca desse bloqueador. Esses achados
apontam para uma conexao entre as a¢fes nao classicas da testosterona e a
estimulacdo da PLC (VON LEDEBUR et al. 2002; LOSS et al. 2004; LOSS et
al. 2011). A reducédo da quantidade de PIP, na membrana, ocasionada pela
ativacdo dessa enzima, tem como consequéncia a reducdo da condutancia
produzida pelos canais K'arp, devido ao desequilibrio de cargas idnicas da
superficie da membrana, levando ao acimulo de ions K* e a despolarizacdo do
potencial de membrana (WASSERMANN et al. 2004; BAUKROWITZ et al.
2000; LOSS et al. 2011). Assim como a epitestosterona e a testosterona, o
esteroide sintético nandrolona e o flavonoide catequina também possuem uma
resposta rapida de membrana em células de Sertoli, a qual é inibida na
presenca de U73122 (CAVALARI et al. 2012). A estimulacdo da PLC pode
estar relacionada a uma acdo de membrana da epitestosterona através de um
GPCR do tipo Gq; entretanto, mais estudos sdo necessarios para comprovar
essa hipotese.

De forma semelhante a testosterona, a epitestosterona promoveu um
aumento na captacéo de “*Ca®" no tecido testicular de ratos de 10-12 dias de
idade, ap6s 5 minutos de incubacdo. Esse aumento foi significativo em
comparacao com o basal (figura 29). Na presenca de flutamida, ndo ocorreu
nenhuma alteracdo na resposta de captacdo de *°Ca?* (figura 30). Esses
resultados reforcam a participacdo desse ion nas acdes de membrana da
epitestosterona em células de Sertoli. Em diversos tipos celulares, o célcio
pode funcionar como um segundo mensageiro, regulando inidmeros processos
celulares, como a transcricdo génica, a apoptose, a motilidade e a proliferacao

celular. As variagdes nos niveis de calcio intracelular podem ser detectadas por

65



varias proteinas, como, por exemplo, a proteina quinase C (PKC) e a
calmodulina, e possuem diferentes padrbes temporais e espaciais
(CRUZALEGUI et al. 2000; BERRIDGE et al. 1998). Em células de Sertoli, as
oscilagbes desse ion podem sinalizar tanto processos de expressdo génica
(LYNG et al. 2000; BERRIDGE et al. 1998), bem como modificacdes no
citoesqueleto envolvidas com o desenvolvimento da série espermatogénica
(LOSS et al. 2004). A epitestosterona, conforme demonstrado neste trabalho,
promoveu o aumento na captacdo de *°Ca**, o qual parece estar ligado a
abertura dos canais do tipo L-VDCC; porém, mais estudos sdo necessarios
para verificar se outros mecanismos de entrada do calcio também podem estar
colaborando com esse aumento, como, por exemplo, a liberacdo desse ion de
estoques no reticulo endoplasmaético.

Em relacdo a epitestosterona, muito se discute qual seria a sua funcéo
fisiologica. Trabalhos demonstram um papel deste esteroide na modulacao da
acado de hormodnios, como a testosterona e a dihidrotestorona, uma vez que o
mesmo possui uma conhecida acdo antiandrogénica (NUCK et al. 1987;
STARKA et al. 1996; STARKA et al. 2003). Nesse sentido, ha relatos sobre a
influéncia da epitestosterona sobre a massa d6ssea (BROULIK et al. 1997),
sobre os foliculos pilosos (CHOI et al. 2001), sobre o tecido prostatico (LAPCIK
et al. 1994) e sobre as glandulas sebaceas (NUCK et al. 1987). Ha também
dados demonstrando o envolvimento da epitestosterona na expressao génica
dos horménios hipofisarios (LAPCIK et al. 1994) e na espermatogénese
(BEHRE et al. 1995).

Poucos estudos, no entanto, existem sobre um mecanismo de acéo

rapida desse hormonio. Assim como outros esterdides androgénicos, quais
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sejam a testosterona (VON LEDEBUR et al. 2002; LOSS et al. 2004; LOSS et
al. 2011), a androstenediona (MACHELON et al. 1998) e a nandrolona
(CAVALARI et al. 2012), a epitestosterona igualmente apresenta uma resposta
rapida de membrana, promovendo a entrada de célcio. O aumento desse ion
no meio intracelular pode sinalizar muitos processos de transcricdo génica
(LYNG et al. 2000, BERRIDGE et al. 1998), importantes, sem duvida, para a
maturacdo celular. Nesse sentido, a epitestosterona pode estar atuando,
durante o periodo de desenvolvimento das células de Sertoli, de forma

semelhante e complementar a testosterona, na regulacéo desse processo.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, podemos obter as seguintes
conclusdes: A epitestosterona possui um mecanismo de acdo através da
membrana em células de Sertoli, apresentando uma resposta rapida (em
minutos) sobre o potencial e a resisténcia de membrana e sobre a captacéo de
“>Ca®". Essas respostas sdo semelhantes as apresentadas pela testosterona
em células de Sertoli nas fases de proliferacdo, de diferenciacdo e fase
madura. As respostas ndo classicas desse horménio em células de Sertoli
parecem ocorrer de forma independente do receptor de androgénios
intracelular. Além disso, as respostas eletrofisiolégicas da epitestosterona
envolvem a ativacdo da enzima PLC e a abertura dos canais de calcio
dependentes de voltagem do tipo L.

Os dados apresentados neste trabalho vém, dessa forma, acrescentar
novas informacdes sobre o mecanismo de acdo e o papel fisiolégico desse

horménio, ainda pouco compreendidos.
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