UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

Curso de Pés-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas - Fisiologia

EFEITO HIPERPOLARIZANTE DO ISOPROTERENOL NA
MEMBRANA DA CELULA DE SERTOLI DE RATOS IMATUROS:
ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES [32-ADRENERGICOS E DOS
CANAIS K'atp

Ana Paula Jacobus

Orientadora
Prof?. Dr? . Eloisa Da Silveira Loss

Dissertacao de Mestrado apresentada ao curso de Pos-Graduagao em Ciéncias
Bioldgicas: Fisiologia, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como requisito
parcial a obtencado do Grau de Mestre.

Porto Alegre, (RS), Julho de 2004



“Teorias nada mais sdo que verdades parciais e temporarias que
necessitamos,

como etapas, na investigagdo ao progresso...

O essencial principio da experimentagéo esta, portanto, na duvida, aquela
duvida filosofal que permite ao espirito liberdade e iniciativa...”

Claude Bernard, 1865
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RESUMO

No presente estudo, foi investigado o mecanismo pelo qual, o
isoproterenol hiperpolariza o potencial de membrana (PM) da célula de Sertoli
em tubulos seminiferos de ratos, com quinze dias de idade (imaturos). Foram
analisadas a modificagao do potencial de membrana e a resisténcia, utilizando-
se a técnica de registro intracelular.

O isoproterenol (2x10'6M) induziu uma hiperpolarizacédo imediata e
significativa na membrana da célula de Sertoli. O antagonista (,-adrenérgico
butoxamina (1x10°M) anulou a acdo do isoproterenol. O antagonista B:-
adrenérgico metoprolol (1x10°M) teve efeito de reduzir a agdo do isoproterenol,
porém sem ser significativo.

A inibicdo dos canais K*atp, com a sulfoniluréia glibenclamida, suprimiu a
acao do isoproterenol. A testosterona, a qual atua despolarizando o potencial
de membrana, através do fechamento de canais K*a1p, via PLC-PIP,, impediu a
hiperpolarizagdo produzida pelo agonista B-adrenérgico. Os polications como:
espermina e LaCls (cloreto de lantano) reverteram o efeito hiperpolarizante do
isoproterenol, despolarizando o potencial de membrana, provavelmente através
de interagdes ibnicas que neutralizam a agao do agonista B-adrenérgico nos
canais K’ atp.

O agonista da adenilato ciclase, forscolina (1x107M), rapidamente
hiperpolariza o potencial de membrana da célula de Sertoli, mimetizando o
efeito do isoproterenol; db-AMPc também hiperpolariza o potencial de
membrana destas células. Estes efeitos indicam que o isoproterenol age nos
canais K atp, provavelmente, envolvendo a cascata: receptor B-
adrenérgico/Gs/AC/AMPCc/PKA.

Estes resultados sugerem que a hiperpolarizacdo induzida por
isoproterenol é mediada pela abertura de canais K'atp, em células de Sertoli.
Esta hiperpolarizagédo 3-adrenérgica, provavelmente, tem uma papel fisioldgico,
na modulacdo do potencial de membrana, opondo-se a despolarizacao

produzida pela testosterona, através do fechamento dos canais K’ atp.
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OBJETIVOS

Estudar a resposta eletrofisiologica da ativagdo do receptor p-
adrenérgico na membrana das células de Sertoli:

- observando a agéo do agonista 3 inespecifico, isoproterenol, em

diferentes concentracoes;

- verificando qual subtipo de receptor esta envolvido nesta
resposta, utilizados para tal, antagonistas especificos, metoprolol (1) e
butoxamina (p2).

Verificar o envolvimento de canais K'atp na a¢éo do isoproterenol:

- verificando se a modulacdo da atividade deste canal com
sulfoniluréias e polications altera a resposta ao agonista 3-adrenérgico;
Verificar o envolvimento da via Adenilato Ciclase/AMPc nesta
sinalizagao B-adrenérgica nas células de Sertoli, observando o efeito de
agentes que modulam a concentracdo de AMPc sobre a agao do

isoproterenol.
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2. INTRODUGAO

2.1. CONTROLE DA FUNC)Z\O TESTICULAR
2.1.1 Controle Neuroendécrino

A funcao testicular pode ser simplificada e dividida em duas principais
atividades: a produgédo de testosterona pelas células de Leydig
(esteroidogénese) e a produgado de espermatozoides pelos tubulos seminiferos
(espermatogénese). Estas fungdes sdo reguladas fundamentalmente por dois
horménios, LH (horménio luteinizante) e FSH (horménio foliculo estimulante),
respectivamente.

Os hormdnios gonadotréficos, LH e FSH, sdo produzidos pela hipéfise e
secretados na corrente sanguinea agindo, respectivamente, nas células de
Leydig e nas células de Sertoli.

O controle da liberagao destes horménios é feito pelo hipotalamo, por
células localizadas na area anterior e medial do hipotalamo e na area pré-
Optica, em primatas, também se localizam na por¢ao basal média e no nucleo
arcuado. As terminacdes nervosas secretoras, que promovem a secregao
pulsatil de LHRH (ou GnRH) (horménio liberador de hormonio luteinizante ou
horménio liberador de gonadotrofinas), projetam-se para a vasculatura portal,
atingindo a circulagdo porta-hipotalamica-hipofisiaria na porcao lateral da
eminéncia média, entrando em contato com gonadotrofos na hipofise (McCann
& Ojeda, 1996), que séo as células produtoras e secretoras de LH e FSH. A
frequéncia e a amplitude dos pulsos de LHRH sdo importantes na secregcao
diferencial de LH e FSH. A secrecéao pulsatil de LH e de FSH é mantida com

um pulso de LHRH por hora, quando a frequéncia é aumentada. Elevando o
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numero de pulsos de LHRH por hora, inicia-se um aumento nos pulsos de LH e
consequentemente, eleva-se a concentragao sanguinea de LH (Reichlin, 1992).
Em contraste, quando a freqiéncia de pulsos de LHRH diminui a uma vez a
cada 3 horas, a secregcao de FSH é preferencialmente estimulada (Reichlin,
1992). Juntamente a estimulagcdo hipotaldmica, a secrecdo de LH e FSH
também ¢é regulada através de retroalimentagdo por esterdides, como
testosterona, e peptideos gonadais, como a inibina e a ativina, estes ultimos,
secretados pela célula de Sertoli sob acdo do FSH. Tanto a testosterona,
quanto a inibina exercem um controle sobre a hipdfise e o hipotalamo,
formando uma alga de retroalimentagdo negativa, enquanto que a ativina, tem
um efeito de retroalimentacao positiva sobre a secre¢cao de FSH. Desta forma,
estabelece-se um complexo sistema de comunicagao neuroendocrino o qual
requla, em machos, o comportamento sexual e a produgdo de
espermatozoides. Entretanto, as gbnadas estdo sujeitas a regulagéo
independente do eixo hipotalamo-hipofise-testiculos exercidas por outros
fatores, entre os quais, fatores de crescimento e neurotransmissores,
produzidos localmente, como as catecolaminas. (Mayerhofer, 1999).

As catecolaminas estdo presentes em concentragdes relativamente
altas, nas gbnadas, suficientes para ativar seus receptores nos diversos tipos
celulares presentes no intersticio e nos tubulos seminiferos. Exercem uma
importante fungcdo na regulagdo das células testiculares, que resulta em uma

confluéncia de fatores, os quais regulam a fungao gonadal (Mayerhofer, 1999).
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2.1.2 Inervacao Testicular e Controle Adrenérgico

As gbnadas recebem uma densa inervagao simpatica. As gbnadas de
mamiferos machos tém inervagdes sensoriais e eferentes do ganglio espinal e
do plexo paravertebral. Fibras convergem para o testiculo ao longo de duas
vias principais: 0s nervos espermaticos superiores (SSN) e o0s nervos
espermaticos inferiores (ISN) (Setchell, 1994).

Os SSN derivam dos plexos mesentérico e renal, acompanhando a
artéria testicular, enquanto os ISN, originados do plexo pélvico e mesentérico
inferior, acompanham o canal deferente e penetram o epididimo (Setchell,
1994). Esta inervacédo € predominantemente simpatica e as fibras pods-
ganglionares tem como neurotransmissor a noradrenalina.

Nos testiculos, os nervos adrenérgicos podem ser achados no tecido
intersticial, em associagdo com vasos sanguineos, particularmente na capsula
ou proximo a ela (Bell e McLeam,1973). Estudos de ultraestrutura reportam a
presenca de terminais adrenérgicos na lamina propria dos tubulos seminiferos
(Prince, 1996).

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

da ratos recém nascidos (Mayerhofer,1992).
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Os dados da literatura também mostram, que o efeito da desnervacéao e
da injecao local de 6-hidroxidopamina, que destréi o terminal nervoso simpatico
no desenvolvimento do testiculo de ratos, provocam uma redugao gradual de
100% no peso dos testiculos dos ratos, operados no 13° dia e de 43% em ratos
operados no 212 dia, propondo um periodo critico até os 15 dias de idade, onde
o sistema adrenérgico estimularia o crescimento testicular, apos estes 15 dias,
a estimulagdo simpatica poderia ser suplementada por atividade hormonal
(Nagai, 1982). Utilizando 6-hidroxidopamina, os mesmos autores observaram
que a simpatectomia local retarda o crescimento testicular.

Além da inervagao extrinsica, recebida pelos testiculos, Mayerhofer e
colaboradores (1996) sugerem que haja uma fonte intragonadal de
catecolaminas. Baseados em um estudo que demonstra em ovarios de
primatas uma rede de células como neurdnios, onde algumas destas células
apresentam enzimas envolvidas na sintese de catecolaminas (Dees 1995). Os
autores relacionaram tal estudo, atentando para a possibilidade de haver uma
fonte similar de catecolaminas nas génadas masculinas. Eles demonstraram
que os testiculos de primatas, recebem estimulagdo catecolaminérgica dual,
proveniente de inervagao extrinsica, ja bem demonstrada, e outra de células,
localizadas na propria gbnada. Onde a agao desta ultima, ocorre,
predominantemente no periodo pré-puberal, em relacdo a vida adulta do animal
(Mayerhofer, 1996).

Outros estudos corroboram com esta hipétese, onde foi observada uma
concentragao catecolaminérgica maior, nos testiculos na idade pré-puberal, do

que no adulto (Zieher,1971).
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2.1.2.1.Catecolaminas

As catecolaminas sao neurohormoénios liberados pelo sistema nervoso
central e pela medula supra renal, atuam na regulacdo de inumeras fungdes
fisiolégicas, em particular, na integracdo das respostas a uma grande
variedade fatores estressantes que, de outra forma, poderiam ameacar os
mecanismos homeostaticos (Hoffmann, 2003).

A noradrenalina ou norepinefrina € o principal neurotransmissor no
sistema simpatico periférico, enquanto adrenalina ou epinefrina, constitui o
principal horménio secretado pela medula supra-renal nos mamiferos. A
dopamina € a terceira catecolamina de origem natural, € encontrada,
predominantemente, nos ganglios da base do sistema nervoso central porém,
ja foram identificadas terminagbes nervosas, bem como receptores

dopaminérgicos, no sistema nervoso central e periférico (Hoffmann, 2003).

2.1.2.1.1 Biosintese de catecolaminas

As catecolaminas sao sintetizadas a partir da hidroxilacdo da tirosina
(ver figura 2.1), reacao catalizada pela tirosina-hidroxilase (TH). Esta sintese foi
proposta por Blaschko, em 1939 onde a hidroxilacdo da tirosina é etapa

limitante da velocidade de biossintese das catecolaminas (Hoffmann, 2003).
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Fig 2.1.: Biossintese de catecolaminas

As enzimas que participam da sintese da noradrenalina sdo sintetizadas
nos corpos celulares dos neurbnios adrenérgicos e transportadas até as
terminagdes nervosas. A sintese ocorre a partir da hidroxilacdo da tirosina em
DOPA e a descarboxilacdo da DOPA em dopamina, sendo que estas reacoes,
ocorrem no citoplasma. Aproximadamente, metade da dopamina, formada no

citoplasma, € transportada ativamente para as vesiculas de armazenamento,
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que contém a enzima f-hidroxilase, a qual converte dopamina em
noradrenalina (Hoffmann, 2003).

A medula adrenal possui dois tipos celulares distintos, que contém
catecolaminas, aqueles com noradrenalina e aqueles com adrenalina
(Wassermann e Tramezzani, 1963). As células produtoras de adrenalina, além
da enzima que converte dopamina em noradrenalina (B-hidroxilase), também
contém a enzima feniletanolamina-N-metiltransferase (PNMT), convertendo a
noradrenalina em adrenalina. Nestas células, a noradrenalina formada nos
granulos, é liberada para o citoplasma, onde é metilada, formando adrenalina.
A adrenalina, entdo, retorna para os granulos cromafins, onde é armazenada

até a sua secrecao (Hoffmann, 2003).
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2.1.2.2. Receptores Adrenérgicos

As catecolaminas exercem suas ag¢des na célula-alvo, interagindo com
receptores de membrana especificos. Os receptores adrenérgicos fazem parte
da superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCR), os quais, sédo
caracterizados por apresentarem sete dominios transmembrana,importantes na
transducdo de sinal; uma por¢cao N-terminal extracelular, responsavel pelo
reconhecimento do ligante e internalizagdo da sinalizagdo; e uma porgao C-
terminal intracelular, que faz a transducdo do sinal, estando acoplada a
proteina G.

Embora sejam relacionados estruturalmente, os diferentes receptores
adrenérgicos regulam distintos processos fisioldgicos, controlando processos
de sinalizacao celular.

Ahlquist (1948) propés, pela primeira vez, a existéncia de mais de um
receptor adrenérgico. Ele baseou seus estudos nas diferengcas de capacidade
das catecolaminas enddégenas e agonistas simpatomiméticos, ao regularem
processos fisioldgicos. Propondo, desta forma, as designagdes a e [ para os
receptores que produziam no musculo liso, respostas excitatorias e inibitorias,
respectivamente, por estimulo das catecolaminas. Estes receptores estao
representados na tabela 2.1 em relagdo a sua afinidade com os agonistas

adrenérgicos
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Tabela 2.1. Afinidade dos receptores adrenérgicos com agonistas simpaticos

Tipo de receptor Afinidades dos agonistas adrenérgicos
Receptores a-adrenérgicos Adrenalina> noradrenalina >>isoproterenol
Receptores p-adrenérgicos Isoproterenol > Adrenalina> noradrenalina

Em estudos posteriores, o0s receptores [-adrenérgicos foram
subdivididos em B4 e B2, devido a sua afinidade com as catecolaminas e ao
desenvolvimento de antagonistas, especificos para cada subtipo (Lands, 1967).

Além destes, ja foram identificados outros dois subtipos de receptores [3-
adrenérgicos, B3 e PB4, que sao chamados de receptores atipicos, por nao
interagirem com o antagonista propranolol (Strosberg, 1997). Os receptores 3
parecem estar envolvidos na regulagdo do metabolismo de &acidos graxos
(Granneman, 2001; Philipson, L.H. 2002). Receptores B4 ja foram isolados,
clonados e caracterizados, alguns autores descrevem que, receptores
adrenérgicos B4, sdo um estado modificado de receptores adrenérgicos P+
(Granneman, 2001)

Também estd demonstrada a heterogeneidade dos receptores a-
adrenérgicos. A diferenciagdo inicial era baseada em consideragdes
anatdbmicas e funcionais, pois se acreditava que noradrenalina e agonistas a-
adrenérgicos, inibiam a propria liberacdo de noradrenalina pelos neurénios
(Starke, 1987). Na realidade este efeito inibitério, por retroalimentagdo negativa
da noradrenalina, € mediado por receptores a adrenérgicos pré-sinapticos,
diferentes dos receptores o adrenérgicos pos-sinapticos classicos. A estes

receptores a-adrenérgicos pré-sinapticos foi dada a designagao a-adrenégicos
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€ aos pos sinapticos, com efeitos excitatérios, chamou-se a1 (Hoffmann, 2003)

(fig 2.2.).

Na literatura, também esta evidenciada uma maior heterogeneidade dos

receptores o4 e oy adrenérgicos (Scofield e col, 2002). Estudos, utilizando

clonagem molecular, levaram a identificacdo de nove subtipos de receptores

adrenérgicos (Philipp & Hein, 2004). Segundo estes autores houve confusdo no

passado a respeito da nomenclatura e divisdo dos subtipos de receptores,

porém, no momento atual, ha consenso a respeito da terminologia destes nove

grupos sendo a4a, Q4g, Q1p, O2a, O2B, O2c, P1, P2 € B3, embora ndo se tenha

determinadas as precisas fungdes fisioldgicas para todos os subtipos clonados,

devido a caréncia de ligantes seletivos.

<

-

MNeurdnio
MNoradrenérgico

a_-Receptor S Recaptacio

Pré-sinaptico

Pos-sinaptico

Fig2.2.:Esquema da estrutura e localizagdo dos receptores alfa adrenérgicos na fenda

sinaptica
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2.1.3 Receptores 3-Adrenérgicos
2.1.3.1. Mecanismo de Agao

Os receptores [p-adrenérgicos pertencem, como ja descrito, a
superfamilia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR).

Os GPCR sao estruturas que tem sete dominios transmembrana, uma
porcdo N-terminal extracelular e uma porgao C-terminal intracelular. Os
segmentos transmembrana tém a estrutura de a-hélice interconectada por
alcas alternadas extra e intracelular, formando uma estrutura heptahélica
(Wong, 2003) (Fig 2.3). Interagindo com o terminal carboxila intracelular, a

proteina G tem uma estrutura globular e é composta por 3 subunidades a, 8 e

Fig 2.3.: (A) Esquema grafico do receptor acoplado a proteina G no estado ativado ligado a
GTP; (B) Estrutura tridimensional do receptor f—adrenérgico mostrando sitio de ligagao ao

agonista.

Um sinal extracelular dispara resposta intracelular, através de sua

ligacdo ao GPCR, no caso, um receptor B-adrenérgico, interagindo com seu
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sitio especifico na superficie da membrana (ver fig 2.3A e. 2.3B). O agonista,
ligado ao receptor, ativa a proteina G que esta composta por um heterotrimero
afy. No seu estado basal, ndo ativado, a proteina G esta ligada a GDP através
da subunidade o que esta fortemente associada a subunidade By. Apos a
ativacdo a subunidade a troca a ligagdo GDP por GTP no seu sitio de ligagao
ao nucleotideo guanina, com subsequente dissociacdo da subunidade fy.
Ambos, Ga e GBy regulam atividades de efetores intracelulares subsequentes
(Wong, 2003).

Wong e colaboradores (2003) classificaram uma grande variedade de
subunidades a identificadas dividindo-as em 4 subfamilias:

1)Subfamilia Gs :que estimula adenilato ciclase (Gs e Go).

2)Subfamilia Gj,: que inibe a adenilato ciclase e regula canais iGnicos
(Gi1, Giz, Giz, Go1, Goz2, Go3, Gz, G, Gio € Ggust)-

3)Subfamilia Gg/11: ativa fosfolipase C B (Gq, G11, G1s € G1s/16).

4)Subfamilia G1213: que ativa a via trocadora de Na*/ H* (G2 e Gi3).

Dependendo do subtipo da subunidade o da proteina G, esta pode
interagir com receptor sozinha ou associada a outros efetores.

O complexo By que ancora a subunidade o @ membrana, também pode
regular canais ibnicos. Varias isoformas de subunidades 3 e de subunidades vy
ja foram identificadas. A combinacéo dos diferentes subtipos de subunidades a,
B e y promovem uma grande diversidade de vias de sinalizagdo que podem ser
reguladas pelos GPCR (Wong, 2003). Alguns autores também postulam que a
transducgao do sinal, a especificidade da resposta e a seletividade dos efetores
subseqlentes a ativagdo do receptor sejam consequéncia da

compartimentalizagao celular dos elementos de sinalizagao (Jo, 2002)
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Davare e colaboradores (2000) comunicaram, que em neurbnios de
hipocampo o0s receptores [r-adrenérgicos, encontram-se diretamente
associados com um dos seus efetores finais: o canal de Ca®" tipo L — Ca, 1.2.
Este complexo esta, também, composto por proteina G, Adenil Ciclase, AMPc,
PKA e a fosfatase PP2A. Registros eletrofisioldgicos dos neurdnios
demonstraram uma transducdo de sinal direta e altamente localizada do
receptor adrenérgico ao canal idGnico.

As catecolaminas interagem com seus receptores cognatos na porg¢ao
N-terminal, ativando, tanto em receptores 1 como em receptores f
adrenérgicos, proteinas Gs, que levam a ativagcdo da adenilato ciclase,
producao de AMPc e fosforilacdo de diversos substratos, pela proteina quinase
A (PKA), incluindo canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L,
levando a aumento de calcio intracelular, que sera sinalizador de diversos
processos intracelulares (Xiang & Kobilka, 2003). Além da ligacdo a Gs,
receptores B, adrenérgicos interagem com os GPCR, acoplados a proteina Gi,
a qual inibe adenilato ciclase. O papel especifico dos efetores subsequentes
ainda nao esta muito claro. Estudos sugerem que fosfatidilinositol-3 quinase

(PIK3) pode ser ativada pela subunidade Gy (Xiang & Kobilka, 2003; Jo 2002).
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2.2. ACAO ADRENERGICA NOS TUBULOS SEMINIFEROS

A presenca de receptores adrenérgicos e suas ligagbes a eventos
fisioloégicos nos testiculos tém sido sugerida, desde que se observou, que as
catecolaminas estimulavam a produgdo de AMPc em homogenados
testiculares (Jahnsen e col, 1984) e em células de Leydig purificadas
(Cooke,1982). Além disto, foi relatado o envolvimento das catecolaminas na
reducdo e no aumento dos niveis de testosterona plasmatica, por estas aminas
(Gotz, 1983, Eik-Nes,1969). As catecolaminas, também estimulam a secrecéo
de andrégenos, em testiculos decapsulados (Anakewe & Morger, 1984a) e em
cultura de células de Leydig (Cooke, 1982). Posteriormente, demonstrou-se
que as catecolaminas atuavam nas células de Leydig, via receptores ;-
adrenérgicos (Anakewe e Morger, 1984Db).

Em células de Sertoli, tem sido demonstrado que agonistas f-
adrenérgicos, podem estimular a adenil ciclase e a producédo de AMPc (Heindel
e col, 1981; Tolszczuk e col, 1988; Eikvar e col., 1993 Troispoux e col, 1998) ou
a sintese protéica (Wassermann e col, 1996).

As catecolaminas, também aumentam a producio de lactato e piruvato
(Hanson, 1983) e estimulam a produgao de proteina quinase em cultura de
células de Sertoli de ratos (Tash, 1980).

Kierzembaum (1985) sugeriu, que células de Sertoli, adquiriam
receptores adrenérgicos, quando em cultura, porém Tolszczuk e colaboradores
(1988) confirmaram que ratos adultos possuem receptores B-adrenérgicos em

células de Sertoli in vivo, apos criptorquidismo. Em 1990, Skinner e Heindel
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verificaram que hamsters tinham receptores p-adrenérgicos em células de
Sertoli, sustentando um papel fisiolégico para as catecolaminas nesta célula.

O subtipo de receptor envolvido, nas agdes agonistas f-adrenérgicas em
células de Sertoli, parece depender do fendbmeno estudado e dos parametros
utilizados. Em cultura destas células, Heindel e colaboradores (1981) e Eikvar e
colaboradores (1993) tem observado, predominantemente, a expressao do
subtipo p1, Tolszczuk e colaboradores (1988) observaram, com
autorradiografia de testiculo, que a maioria de receptores seriam do subtipo 2.
Wassermann e colaboradores, utilizando testiculos SCE (enriquecidos em
células de Sertoli), descreveram a agao predominante de receptores 1, no
estimulo do transporte de aminoacidos. Troispoux e colaboradores (1998)
demonstraram que, em isolados frescos, sem acado enzimatica, a maioria dos
receptores expressados por células de Sertoli era do subtipo B2 em relagao aos
B1, e que ndo havia subtipo 3 expressado.

Em células de Sertoli, agonistas p-adrenérgicos (adrenalina e
isoproterenol) estimularam a captacdo de *°Ca®’, através dos CCDV tipo L,
ocasionando em um aumento do transporte de aminoacidos pelo Sistema A
(Loss e colaboradores, 1998).

Alguns estudos ao mensurar a importancia do FSH no controle da
funcdo da célula de Sertoli, sugeriram que a infertilidade masculina é pouco
afetada na auséncia de FSH. Estas observagbes sugerem a existéncia de vias
de transducao redundantes, levando a preservacado da funcdo da célula de
Sertoli, talvez por estimulo adrenérgico, no periodo pré-puberal (Troispoux e

col, 1998).
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Em outros sistemas celulares, numerosos exemplos tém sido descritos,
onde pares agonista/receptores acoplados a proteina G, apresentam habilidade
para ativar a via do AMPc interagindo com um GPCR, que nao é o seu
especifico (Wong,2003; Vassart,2004).

Um envolvimento direto do sistema p-adrenérgico, na modulagdo dos
efeitos do FSH, em células de Sertoli, através de desensitizacdo heterdloga,
também tem sido descrito (Laurent-Cadoret, 1994). Portanto, um papel
potencial para as catecolaminas seria a modulagdo da sensibilidade das
células de Sertoli ao FSH, através de mecanismos de desensitizacio
heterdloga. De fato ja estd bem documentado que agonistas p-adrenérgicos
tem habilidade para desacoplar, funcionalmente, receptores transmembrana de
FSH, da subunidade Goas da proteina G, associada ao receptor protéico
(Verhoeven, 1980; Attramadal, 1984).

Estas observagdes e a existéncia de terminais simpaticos, secretores de
noradrenalina, localizados na l|amina propria dos tubulos seminiferos,
juntamente com a capacidade de agonistas p-adrenérgicos em estimularem a
producdo da adenilato ciclase e de AMPc, sintese proteica e transporte de
aminoacidos, em ratos imaturos e ainda que, a concentragao de noradrenalina
€ alta, nos tubulos seminiferos, durante a fase proliferativa da célula de Sertoli
(periodo pré-puberal), em relagdo a fase adulta (Zieher,1971) levam a
questionar quanto a relevancia fisiolégica dos receptores B-adrenérgicos, em
células de Sertoli, a qual sub-tipo pertencem os receptores e a que subtipo de
proteina G estariam acoplados.

Estudos de nosso laboratério, utilizando a técnica de registro intracelular

demonstraram que isoproterenol produz uma rapida e sustentada
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hiperpolarizacdo, dependente da dose, nas células de Sertoli, em ratos
imaturos (Loss e col, 1998).

Com a utilizacdo de técnica similar Nakashima e Vanhoutte (1995)
demonstraram que o isoproterenol causa, em musculatura lisa vascular da veia
safena de cées, hiperpolarizacéo, através da abertura de canais K'atp e Fuijii e
colaboradores (1999), usando artérias mesentéricas isoladas, também
verificaram que a hiperpolarizagdo, evocada por isoproterenol, ocorre por
abertura de canais de K’ atp.

Em trabalhos recentes, Von Ledebur e colaboradores (2002) e Loss e
colaboradores (2004), descreveram que a sulfoniluréia glibenclamida
despolariza a membrana, fechando canais K'atp, além de aumentar a captacédo
de **Ca** e o transporte de aminoacidos, em células de Sertoli de testiculos de
ratos imaturos. A testosterona teve um efeito eletrofisiolégico similar, onde
evocou uma despolarizacdo da membrana da célula de Sertoli per se, a qual foi
anulada, na presenca de diazoxida, agonista de canal K'a7p. Estes resultados
indicam a presenca destes canais nas células de Sertoli e apontam para a
possibilidade de um importante papel fisioldgico dos canais K'atp nestas

células.
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2.3. CANAIS DE POTASSIO DEPENDENTES DE ATP (K*atp)

O fluxo de potassio, através das membranas, € determinante na
geragao do potencial de repouso da célula. A permeabilidade ao potassio no
repouso € muitas vezes maior que aos demais ions, o que resulta em um
valor do potencial de repouso celular, proximo ao do potencial de equilibrio

para o potassio (Schwartz, 1995).

Ha uma grande variedade de isoformas de canais de potassio,
reguladas por distintos fatores, entre os quais, estd o canal de potassio
retificador de influxo (Ki;). Os canais K;; compreendem uma superfamilia de
canais protéicos, que sdo expressos em diversos tecidos (incluindo o
testiculo) e sdo responsaveis por importantes processos fisiologicos como
excitabilidade celular, homeostasia do K , secrecdo de insulina, ténus
vascular, regulagdo da frequéncia cardiaca, entre outros. (Du e col, 2004;
Schulze e col, 2003). Os canais Ki regulam o potencial de repouso das
células, através do fluxo transmembrana de K* , contrabalancando eventos
que modifiquem o estado de repouso do potencial de membrana (Stanfield &
Sutcliffe, 2003). Até agora os canais Kir foram subdivididos em 7
subfamilias, entre elas esta o canal de potassio dependente de ATP (K atp),

que pertence a subfamilia 6.x. (Du e col., 2004) (ver fig 2.4).
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Kir2.1 Kir2.2 Kir2.3 Kir2.4

Fig 2.4.:Classificagdo dos diferentes subtipos de canais de potassio retificadores de

influxo(Kir)

Os canais de K'atp existem como um complexo heteroctamérico,
contendo dois tipos distintos de subunidades protéicas. O canal de potassio
retificador de influxo (Kir 6.1 ou Kir 6.2), que consiste de 4 subunidades, com
duas regides transmembrana cada (M1 e M2), formando um poro. Estes
canais apresentam uma alga gerando um filtro de seletividade (Fig2.5).
Tanto a regido amino-terminal quanto a carboxi-terminal sdo intracelulares e
passiveis de sofrerem influéncias de fatores regulatérios, como a proteina G,
nucleotideos e proteinas quinases (Quinn, 2003; Ashcroft, 2001). As
subunidades SUR (receptores de sulfoniluréia,) sdo uma porg¢ao regulatéria
do canal e apresentam algas intracelulares com dois segmentos, com
afinidade a nucleotideos (NBF1 e NBF2), entre eles, MgADP. As
subunidades SUR sdo membros da familia de proteinas cassete (ABC,) que
ligam ATP apresentando diversas isoformas (SUR 1, SUR2A, SUR2B)
(Béguin e col.,1999; Baukrowitz e col.,2000; Brayden,2000). Os canais K'atp

conectam excitabilidade celular ao estado metabdlico da célula em uma
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grande variedade de tecidos. Os niveis intracelulares de ATP, ou a razao
ATP/ADP variam a atividade do canal K'atp a0 agirem na subunidade Kig,
convertendo, desta forma, informagcdo metabdlica em excitabilidade da
membrana (Kakei, 2003). Os canais K'atp tém um complexo sistema
regulatorio intracelular, entre os fatores que compdem este sistema, esta a
alteracdo da concentracdo intracelular de ATP; o aumento desta
concentracdo implica em fechamento do canal e consequente
despolarizagdo da membrana. Ao mesmo tempo, SUR age como uma
subunidade regulatéria sensivel ao MgADP e a compostos farmacolégicos,

como as sulfoniluréias (Schulze,2003) (fig 2.5B).

A
Kir6.x SUR
—i ° -« [l
(ATP, ADP)
B

Glibenclamida Diazoxida

A

blogueador 7 — agonista
SUR SUR
= X -
NS
Mg/ADP

Fig 2.5.: Representagdo da estrutura dos canais K" otp com suas diferentes subunidades
(K e SUR) (A) Adaptada de Baukrowitz e Fakler, 2000; (B) Adaptada de Wassermann &

Loss, 2004.
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Em recentes trabalhos, tem se demonstrando a grande importancia do
papel dos fosfolipideos anibnicos de membrana, na modulagado da atividade
destes canais. Especificamente, tem se proposto o envolvimento do PIP;
(fosfatidil inositol 4,5 bifosfato), nesta regulacdo, onde sua presenca na
membrana mantém o canal K’ atp aberto (Baukrowitz, 2000; Quinn, 2003). PIP,
€ precursor do fosfatidil inositol (Pl) com multiplas fun¢gdes em diversos tecidos.
Sua hidrélise enzimatica gera IP; (fosfatidil inositol-3-fosfato) e DAG
(diacilglicerol) (Fig 2.7), além de reduzir o numero de cargas negativas dos
grupamentos fosfatos ligados a membrana ao liberar |IP;. Esta diminuigdo de
cargas negativas diminui o impedimento do ATP intracelular em inibir a
condutancia do canal. Isto pode ser evidenciado em experimentos do grupo de
Baukrovitz (2000), onde na presenga de PIP, e ATP, o canal K'atp,
apresentava uma alta condutancia, quando se diminuia o numero de
grupamentos fosfatos (PIP, Pl), também diminuia a condutancia iénica do canal
na presenca das mesmas concentragoes de ATP intracelular. Ao contrario,
aplicagdes de polications reverteram a atenuacido da sensibilidade ao ATP,
aumentando a inibigcdo da corrente de potassio, demonstrando uma regulagéo
por interagdes idnicas (Takano, 2003). Fisiologicamente, o metabolismo de
PIP, ocorre através da ativacdo de PLC (fosfolipase C), estimulada pelo
receptor acoplado a proteina Gq, PLC ativa a hidrdlise PIP2, gerando IP; e

DAG.
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Fig 2.7.: Hidrolise de PIP, por agdo de PLC gerando IP3 e DAG

Esta regulagdo de canais K'atp, através de fosfolipideos de membrana,
representa um efetivo mecanismo de controle da excitabilidade celular, através
de vias de transdugao de sinal, ligadas ao metabolismo de fosfolipideos.

Quinn e colaboradores (2003) discutem a possibilidade de haver
mecanismos distintos de regulagcdo para as diferentes isoformas de Kir 6 ,
dados estabelecidos na literatura demonstram uma regulagéo dos canais K'atp,
mediada por proteinas quinases, porém, seus dados apontam para uma
regulacado diferencial das isoformas Kr 6.1 e Kr 6.2, onde foi demonstrada
uma diferenca na afinidade pelos fosfolipideos e pelas proteinas quinase
(Quayle,1997). A isoforma Kir 6.1/SUR2B parece ser regulada por PKC onde
os fosfolipideos tem um papel como cofatores enzimaticos, em contraste ao Kir
6.2/SUR2B, que parece ser regulada pela variagdo da concentracao de PIP; na
membrana, mas nao por PKC.

Também foi descrito que PKA pode ser capaz de regular o K'atp, através
da via que ativa proteina Gs (Lyn e col., 2000; Béguin e col., 1999). Todos
estes dados indicam que existe um complexo sistema regulatério na atividade
dos canais K atp, que podem variar, de acordo com o tecido ou com o estimulo,

sendo alvo de inumeros fatores.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos imaturos com idade entre 14-16
dias de idade. Provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude — UFRGS. Os ratos ficavam com as maes até o momento do
experimento. As maes eram mantidas com no maximo 8 filhotes em gaiolas
individuais onde recebiam ragdo Purina, Nutripal (Porto Alegre -RS) e agua “ad
libitum”, com iluminagdo controlada em ciclos de 12horas e a temperatura

controlada a aproximadamente 24°C.

3.1.2 Solugoes

3.1.2.1 Tampao Krebs Ringer Bicarbonato (KRb)

Foi utilizado solugdo tampao Krebs-Ringer bicarbonato (KRb), como
meio de incubagcdo em todos os experimentos, preparado imediatamente antes
da realizacdo dos experimentos. Todos os reagentes eram de pureza ‘pro-
analise’ (P.A) da E. Merck (Darmstadt, Alemanha). O preparo da solucgao foi

feito a partir de solugdes estoques conforme tabela 3.1.

35



Concentragao das Concentragao Final na
Solugées Estoque Solugdo KRb (mM)
(g/L) (M)
NaCl 180,00 3,08 146
CLORETO DE SODIO
KCI 9,20 0,123 47
CLORETO DE POTASSIO
KH.PO, FOSFATO DE 4,22 0,031 1,2
POTASSIO MONOBASICO
NaHCO; 54,60 0,65 25
BICARBONATO DE SODIO
MgS0,.7H,0 7,64 0,031 1,2
SULFATO DE MAGNESIO
CaCl,.2H,0 9,60 0,065 2,5
CLORETO DE CALCIO
CeH1206 25,00 0,14 5,5
GLICOSE

Tabela 3.1 Composicao salina e concentragdes presentes nas solucdes estoque de

KRb e na solugao final.

Para o preparo do KRb, foram misturados volumes iguais de cada

solugdo estoque, acrescentando-se por ultimo o sulfato de magnésio e o

cloreto de calcio. A solugdo era entdo avolumada com agua destilada até o

volume desejado, de modo a obterem-se as concentracdes finais descritas na

tabela 3.1. A solugdo era entédo gaseificada com carbogénio (0,:CO;, 95:5, v/v),

até que se atingisse o pH de 7,4, monitorado em pHmetro. A solugdo assim

obtida era mantida em gelo durante a preparagédo do experimento.

36



3.1.3 Substancias utilizadas

Isoproterenol, testosterona, espermina, forskolin, butoxamina,
metoprolol, ioimbina e N-6,2’-O-dibutiriladenosina-3’,5’- monofosfato ciclico
sodico (dibutiril-AMPc), foram adquiridos de Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO,
USA. A sulfoniluréia glibenclamida, Research Biochemicals International,

Natick, MA, USA. LaCl; foi adquirido de Acros-organics, New Jersey, USA.

3.2 METODOS

3.2.1 Eletrofisiologia

3.2.1.1 Preparagao dos Tubulos Seminiferos

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

(figura 3.1).
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Fig 3.1.: Camara de perfusdo com tubulos seminiferos fixados ao fundo.

Todo o KRb utilizado nos experimentos de eletrofisiologia foi glicosado e
foi filtrado em papel filtro antes da sua utilizagcao. A preparacao foi entao levada
ao microscoépio invertido (Nikon- Inverted Microscope Diaphot — TMD) e
conectada ao sistema de perfusdo do KRb. O KRb foi mantido num banho a
36°C e chegava na cdmara de perfusdo em 32°C. O pH foi mantido em 7.4 com
carbogénio durante todo o experimento. O fluxo foi mantido a 1 mL/min com
auxilio de uma bomba peristaltica (Rainin Instrument Co. Inc. — Dynamax,
modelo RP-1). A preparacgao ficava 30 minutos se estabilizando antes do inicio
dos registros. Apos esse periodo, uma célula de Sertoli era empalada com uma

microeletrodo de vidro, sob controle visual.
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3.2.1.2 Preparagao do Microeletrodo

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

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

Uma vez confeccionados, os microeletrodos foram preenchidas com
solugédo KCI 3M e conectadas a um “holder” (eletrodo de prata), que também foi
preenchido com a mesma solucédo de KCI 3M,e fazendo contato elétrico com o
eletrodo. O KCI utilizado era filtrado em papel filtro diariamente. O conjunto era
entdo conectado ao eletrdbmetro. A movimentagdo mecanica do eletrodo para
aproximacao das células e empalamento era feita por um micromanipulador
mecanico (Narishige-Japao), capaz de movimentos macros e micros nos trés

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

enxaguado com agua destilada.

O potencial de membrana da célula é apenas um dos muitos fatores que
contribuem para a diferenga de potencial medida entre o eletrodo de registro
intracelular e o eletrodo de referéncia. Diferencas de potenciais que ocorrem
mesmo com ambos eletrodos mergulhados no liquido extracelular sdo devido a
diferencas no comportamento elétrico que ocorre nas interfaces entre solugdes
e o metal, ou entre solugcdes de composigdes diferentes. Essas diferencas sao
anuladas através de dispositivos especificos no eletrémetro, para podermos

visualizar somente o potencial de membrana.
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Fig 3.3: Camara de Perfusdo , onde podem ser observados , a esquerda eletrodo de
referéncia (Ag/AgCL) e a direita o eletrodo de registro, conectado ao “holder”, ambos

imersos na preparagao.

3.2.1.3 Equipamento e procedimento Eletrofisiolégico

Os dois eletrodos, de registro e de referéncia, eram conectados a um
pré-amplificador de alta impedancia, Eletrébmetro Intra 767 (World Precision
Instruments, Inc., USA), e o sinal era monitorado nele e num osciloscopio
(Tektronix, 2 Channel Digital Oscilloscope TDS 210). Os tragados observados
no osciloscopio eram armazenados num computador através de uma placa e

um programa de interface (Wavestar Lite Version 1.0.10)

Além dos elementos de interesse biologico, o sistema de registro
eletrofisiolégico possui resisténcia e capacitancia proprias. Esses elementos
conferem “ruidos” ao sistema e devem ser neutralizados antes do inicio do

experimento através de dispositivos no eletrdbmetro. Desta forma, quando
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ambos eletrodos estavam em liquido extracelular, ajustava-se a leitura préximo
de zero no eletrometro e no osciloscépio, nenhuma diferenga de potencial era
registrada. No momento em que o eletrodo de registro penetrava uma célula,
um salto abrupto na diregdo negativa era visualizado no eletrébmetro e no
oscilosépio, e registrado no computador. A intensidade desta queda fornece o

potencial de membrana da célula empalada.

Ao mesmo tempo em que se media o potencial de repouso da
membrana, o eletrdbmetro passava pulsos de corrente de 0,5nA na célula. Esta
corrente era originada em um estimulador capaz de gerar pulsos retangulares
de corrente continua, (S48 Stimulator - Grass Instrument Divion, W. Warwick,
RI, USA). Este estimulador regulava a frequéncia (0,5Hz) e a duragéo (250ms)
desses pulsos. O eletrdmetro apresenta uma resisténcia de 20x10° ohms, que

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

Quando uma célula era empalada, esperava-se que seu potencial de
membrana e sua resisténcia de membrana permanecessem estaveis por no
minimo 2 minutos, e s6 entado os agentes a serem investigados eram aplicados.
Para evitar trabalhar com células germinativas, se utilizou apenas células cujos
potenciais de membrana eram mais negativos que —-35mV, ja que esse
potencial de membrana é comumente registrado em células de Sertoli de
tubulos seminiferos normais (Eusebi e col., 1983), e em tubulos seminiferos
SCE (enriquecidos em células de Sertoli) (Wasserman e col.,1992).

A resisténcia da membrana foi medida de acordo com Wassermann e
colaboradores (1992). As substancias isoproterenol, testosterona, espermina,
LaCls, forscolina, glibenclamida e db-AMPc foram aplicados topicamente no

banho com pipeta automatica apds a estabilizacdo do potencial de membrana
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por aproximadamente 2 minutos ou associados ao tratamento com outras
drogas. Solugdes de butoxamina, metoprolol foram perfundidas nas células por
3 minutos, ap6s foi aplicado topicamente isoproterenol.

A testosterona foi diluida em etanol em uma solugado estoque de 1TmM
que subseqlientemente foi diluida até as concentracdes finais desejadas em
KRb. A solugao final continha no maximo 0,1% de etanol. Glibenclamida e
forskolin foram diluidos em DMSO em solucdo estoque de 1TmM e 10mM
respectivamente e, da mesma foram, foram diluidas em KRb até as

concentragodes finais desejadas
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3.2.1.4 Calculo da intensidade do Pulso aplicado

Para aplicar pulsos de corrente de 0,5nA, utilizou-se a lei de Ohm, como

segue, para calcular a voltagem a ser aplicada pelo estimulador. Essa voltagem

passava antes pelo eletrdbmetro, cuja resisténcia era de 20x10°0Q).

corrente (A- ampére)
V = voltagem (V- volts)

R= resisténcia (Q2- ohms)

LEI DE OHM:

I=VIR = [V=IxR

V = (0,5x107 A) x (20x10° Q)
V=10x107V

V=10mV

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

que resultava numa corrente de 0,5nA na ponta do eletrodo de vidro.
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3.2.1.5 Calculo da Resisténcia da Membrana

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

como segue abaixo:

| = corrente (A- ampére)
V = voltagem (V- volts)
R= resisténcia (Q2- ohms)

LEI DE OHM:

I=VIR = R=V/I

Resisténcia da membrana = Voltagem registrada no osciloscépio /

Pulso de Corrente aplicado.

A voltagem registrada no oscilosopio corresponde as “franjas” obtidas no
tracado do potencial da célula em decorréncia do pulso de corrente aplicado, e
seu valor era obtido medindo-se essas franjas. O pulso de corrente aplicado

era de 0,5nA.
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3.2.3 Analise Estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o Teste-T pareado, quando
comparadas as modificacdo do potencial de membrana das células com o seu
potencial no repouso ou ANOVA seguido do pods-teste bonferroni, quando
comparadas os tratamentos efetuados nas células, usando o programa InStat,
versao 3.01,32 bit para Windows 95/NT, da (GraphPad Software, San Diego,
Califérnia, USA). Os testes especificos utilizados em cada experimento estédo
citados nos resultados. As diferengas foram consideradas significativas quando

p<0.05.
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ABSTRACT

In the present study we investigated by what means the isoproterenol hyperpolarises the
membrane potential (MP) of Sertoli cells from seminiferous tubules of 15 day old-rat
testes. The modification of MP and resistance (Ry) was analysed using conventional
intracellular glass microelectrodes.

Isoproterenol (2x10°M) induces an immediate and significant hyperpolarisation in the

Sertoli cell membrane. The B2- AR antagonist, butoxamine (1x10°M), nullifies the

isoproterenol action. The B1 antagonist, metoprolol (1x10°M) effect was light and non
significant.

The inhibition of the K atp channels with the sulphonylurea glibenclamide, suppress the
isoproterenol action, and testosterone, that depolarizes the Sertoli cell MP closing the
K" atp channels through the PLC/PIP, pathway, impedes the hyperpolarisation produced
by the B-AR agonist. Also the polications, LaCl; and spermine revert the
hyperpolarisation effect of isoproterenol depolarizing the membrane potential, probable
through ionic interaction neutralising the action of isoproterenol on K'arp channels .
The adenylate cyclase agonist, forskolin (0.1 uM) rapidly hyperpolarises the Sertoli cell
MP mimicking isoproterenol effect, dbAMP also hyperpolarise the MP. These effects
indicated that the isoproterenol action on K" arp channel probably involves the known
signalling cascade 3-AR /Gs/AC/cAMP/PKA.

These results suggest that the isoproterenol-induced hyperpolarisation is mediated by
the opening of K'arp channels in Sertoli cells, this B-adrenergic hyperpolarisation
probably plays a physiological role in the modulation of MP by opposing to the

depolarisation produced by testosterone through the closing of K'atp channels.

Key words: Isoproterenol, K atp channels, Sertoli cells, B> adrenoceptor, membrane

potential.
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INTRODUCTION

It has been described the presence of relatively abundant adrenergic innervation in the
testis of mammals [1, 2, 3] together with the presence of physiologically relevant
quantities of noradrenaline (NA) in their interstitial fluids [2, 4]. These data arouse the
interest of the functional role of the catecholamines in the regulation of testicular cells
functions from the interstitium (Leydig cells) or seminiferous tubules (Sertoli cells). In
these last cells it was found that B-adrenergic agonists can stimulate cAMP production
[5, 6]; and in freshly isolated Sertoli cells isoproterenol, a non selective B-adrenergic
agonist stimulates the cAMP production and the tissue-type plasminogen activator
secretion through a predominant 32 AR mechanism [7].

The receptor sub-type involved in B-adrenergic actions on Sertoli cells varies with
experimental design or the phenomena analysed: Heindel et al [8], Eikvar et al [9] and
Wassermann et al [10] have observed a mediation of 1 subtype, on the other hand
Tolszczuk et al [11] and Troispoux [7] found a predominant expression of 32 sub-type.
It has been reported that previous exposure to FSH or isoproterenol results in a dose-and
time-depended state of desensitization with respect to the production of cAMP. These
data imply a direct involvement of the -adrenergic system in the modulation of FSH
effect in Sertoli cell through heterologous desensitization, and also that 3 agonist can
functionally uncouple FSH receptors from Gas [12, 13]. Beside these effects,
isoproterenol stimulates amino acid accumulation in immature rat testes and **Ca*"
uptake in freshly isolated Sertoli cells from testes of 13-day-old rats [14]. The same
authors in electrophysiological studies using an intracellular recording technique
demonstrated that isoproterenol produces a rapid and sustained dose dependent
hyperpolarisation on the membrane potential (MP) of Sertoli cells from testes of 13-
day-old rats [14].

With the utilization of similar technique Nakashima and Vanhoute [15], reported that
isoproterenol causes, in vascular smooth muscle of canine saphenous vein,
hyperpolarisation through opening of K stp channels and Fujii et al [16], using isolated
mesenteric arteries of rat, also found that isoproterenol elicits hyperpolarisation via an

opening of K" Atp channels.
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Recently it was described that testosterone and the sulphonylurea glibenclamide
depolarize the Sertoli cell membrane closing the K atp channels. These results point to
the presence of these channels in Sertoli cells and call the attention on their possible
important physiological role in these cells [17, 18, 19].

Based in these experimental evidences, the aim of this paper is to analyse the possible
mediation of the K'tp channels in the hyperpolarisation produced by isoproterenol on
the Sertoli cell MP from testes of 15-day-old rats. The type of the B adrenoceptor

involved in this action is also investigated.

MATERIAL AND METHODS
Isoproterenol, testosterone, spermine, forskolin, and N-6,2’-O-dibutyryladenosine 3°,5’-

cyclic monophosphate sodium salt (dibutyryl-cAMP), were purchased from Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, USA. The sulphonylurea glibenclamide, came from
Research Biochemicals International, Natick, MA, USA.

The experimental animals were immature Wistar rats (14-16 days of age). These
animals were bred in our animal quarters and housed in an air-conditioned room (about
24°C) with controlled lighting (lights on from 6:00 a.m. to 8:00 p.m.). Pelleted food
(Purina, Nutripal, Porto Alegre, RS, Brazil) and tap water were available to the mothers
ad libitum.. The suckling rats were kept with their mothers until sacrificed by cervical
dislocation.

Electrophysiological experiments. One whole testes was decapsulated and carefully
stretched with two callipers, exposing 3 to 10 undisrupted seminiferous tubules and
fixed to the bottom of one superfusion chamber, with Iml/minute of Krebs Ringer
bicarbonate (KRb) buffer with glucose (5 mmol/l), at 32°C, pH 7.4, equilibrated with
0,:CO; (5:95; v/v). The membrane potential of Sertoli cells was recorded with
microelectrodes filled with 3 mol/L KCI (15 to 25 MQ), connected to an amplifier (Intra
767, World Precision Instruments, Inc.UK) and displayed on the screen of an
oscilloscope (TDS 200-series Tecktronix, Inc. Wilsonville, OR, USA). Data were
recorded through a data acquisition plate (TDS 200-series Tecktronix, Inc.) and a
software package (Wave Star Lite Version 1.0.10, 1996 Tectronix, Inc.). Square current
pulses of 0.5 nA, 0.5 Hz, and 250 ms of duration were applied through the intracellular
electrode by a square pulse stimulator (Model S48K, Astro-Med, Inc. GRASS
Instrument Division, West Warwick, RI, USA) through the intracellular electrode for

membrane resistance estimate. The imput resistance (Ryp) was measured with a bridge
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circuit according to Wassermann et al [20]. Isoproterenol, testosterone, glibenclamide,
spermine and LaCls, forskolin, and dibutyryl-cAMP were applied topically to the bath
after stabilisation of the resting potential for at least 2 minutes. Each treatment was
repeated at least four times with different cells, and variations in MP and R, were
registered. The results are given as means + SEM.

Testosterone was diluted in ethanol to a final concentration below 0.1%. The application
of ethanol up to a concentration of 40 ul/ml was without significant effect on the MP
(control: -44+0.5, ethanol: -43.8+0.2). Glibenclamide and forskolin were prepared in
dimethyl sulphoxide (DMSO). This stock solution was diluted in KRb to achieve the
final concentration at the time of use. DMSO (0.1%) did not affect the membrane
potential (data not shown). The drug concentration used in each experiment is included
in the legend of the figures.

Statistical evaluation was performed by a paired t-test and one-way ANOVA with
Bonferroni’s post test, using GraphPad InStat version 3.01, 32 bit for Windows 95/NT
(GraphPad Software, San Diego, California, USA, www.graphpad.com). Differences

were considered to be significant when p<0.05.

RESULTS

Dose dependent hyperpolarisation of MP by isoproterenol.

In our experimental conditions, the basal electrical characteristics of impaled Sertoli
cells from isolated seminiferous tubules of 15-day-old rats had resting membrane
potential of -47,0 £ 0.8 mV (n=112) and the input resistance was 15,7+0,6MQ (n=112).
The administration of isoproterenol to the seminiferous tubules from immature rats
induced an immediate hyperpolarisation of the MP in impaled Sertoli cells. After five
minutes the MP return to the resting values (Fig 1A). This response was inversely
proportional to the dose. The maximal effect was elicited by a 2x10°M concentration of

isoproterenol (Fig 1B, 1B insert). At 1x10~°M the effect was significantly minor.

Effects of B- AR antagonists on the isoproterenol action.
Figure 2 shows the blocking action of the B1 (metoprolol) and 2 (butoxamine) AR’s
inhibitors in the hyperpolarisation evoked by 2x10°M of isoproterenol. In the presence

of butoxamine the hyperpolarisation produced by isoproterenol was nullified (p<0.05)
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and in the presence of metoprolol, the blocker induced a light and non significant

diminution of isoproterenol effect.

Effect of glibenclamide on the action of isoproterenol on the MP of Sertoli cell.

The application of the sulphonylurea glibenclamide (1x10°M), antagonist of K atp
channels, 30 seconds after isoproterenol, reverts its hyperpolarisation effect (Fig 3A).
The administration of isoproterenol (30 seconds) after glibenclamide, diminished the

depolarisation normally produced by the sulphonylurea (Fig 3B, 3C).

Testosterone modification of the isoproterenol effect on the Sertoli cell MP.

The previous topical application of testosterone (1x10°M) on Sertoli cells, prevents the
hyperpolarisation response produced by isoproterenol (Fig. 4A) and the [-agonist
decrease the MP depolarisation response of the cell evoked by testosterone. The
application of isoproterenol 30 seconds before testosterone prevents the depolarization

(Fig. 4B) normally produced by the androgen (Fig. 4C).

Ionic interactions in the isoproterenol effect.

Topical application of polycations, LaCls (1x10™*M) or spermine (10x10°M), that “per
se” depolarize MP through ionic interaction (Fig 5A), reverts the hyperpolarisation
produced by isoproterenol (Fig 5B and 5C). Lesser concentrations of LaCl; (1x10°M)

or spermine (5x10°M) were ineffective (data not shown).

Effect of forskolin and Db-cAMP on the MP of Sertoli cells

The adenyl cyclase agonist, forskolin (1x107M), rapidly hyperpolarise the MP of the
Sertoli cell (Fig. 6A). The administration of Db-cAMP (2x10°M) after a latency period
of 2 min produce a short (1 minute) hyperpolarisation effect of 1,9+0,8mV (n=7)
depolarizing the MP afterwards (data not shown). Similarly to isoproterenol the

administration of glibenclamide prevents the hyperpolarisation produced by forskolin.

DISCUSSION

The results of the present experiments allow the following conclusion: isoproterenol

induce a rapid and statistically significant hyperpolarisation in the Sertoli cell
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membrane. The B2-AR antagonist butoxamine, nullified the isoproterenol action, the
action of B1 antagonist metoprolol was light and non significant.

The inhibition of the K o1p channels with the sulphonylurea glibenclamide nullified the
hyperpolarisation elicited by isoproterenol. Testosterone that depolarize the Sertoli cell
membrane closing the K atp channels through the PLC-PIP2 pathway [18] reduces the
hyperpolarisation produce by the 3- AR agonist isoproterenol.

ATP sensivity of KATP channels is not a fixed physiological parameter but rather a
parameter controlled by the phosphatidyl inositol phosphates (PIPs) in the plasma
membrane [19]. The effects of PIPs on ATP inhibition is believed to involve an
electrostatic mechanism, because this action is depending upon the negatively charged
phosphate groups at the inositol ring [21]. This means that the KATP channels are also
modulated by ionic interactions. Polycations such as polylysine, polyamines, neomycin,
LaCl3, which are known to bind to phospholipids and neutralize their negative charges,
abolish the effect of PIPs on ATP inhibition [22].

In our experiments LaCls, as well as the polyamine spermine after a small latency
period, reverts the hyperpolarisation effect of isoproterenol, depolarizing the membrane.
This effect is probably caused by cationic interaction with the negative membrane
charges neutralizing the action of isoproterenol on the K" Atp channels.

In Sertoli cells , as well as in other cells the B-AR involved in adrenergic actions seems
to be dependent on the phenomena studied [7,9,10,11,23,24]. As Xiao et al (1999) [25]
suggest the stimulation of B-AR subtypes elicit distinct cellular responses through
different signalling pathways. In the stimulation of the a-methyl amino isobutyric acid
transport the B1 antagonist metoprolol (1x10° M) blocks the isoproterenol action with a
potency of two-order of magnitude higher than the P2 antagonist butoxamine (1x10™

M) [10]. On the other hand the B-AR that mediates the hyperpolarisation evoked by
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isoproterenol probably belongs to the ,-subtype since butoxamide, inhibitor of ,-AR,
nullified the response of the agonist. This last results is similar to the ones obtained by
Nakashima and Vanhoute in vascular smooth muscle of saphenous vein [15].

Our result shows an inverted concentration-dependent hyperpolarisation produced by
isoproterenol. These results can be explained by the possible stimulation of the a,-AR
caused by elevated doses of the f agonist [15]. It was reported that isoproterenol in high
concentration causes activation of a- AR and this ap- AR stimulation produces
depolarisation of the canine saphenous vein [26].

Our results demonstrate that the MP modification produced by isoproterenol on the
Sertoli cells is mimetized by forskolin and partially reproduced by db-cAMP. The
hyperpolarisation effect of isoproterenol in other tissues is related to the AC-cAMP
intermediation through an ill defined mechanism but probably through the known
signalling cascade: B- AR /Gs/AC/cAMP/PKA/Katp[15, 16].

K atp channels are activated by cAMP-dependent PK in the smooth muscle cells of
porcine coronary artery [27] and as it was suggest [15], this effect can be reinforced or
associated to the decrease of [ATP]; as consequence of the adenyl cyclase activation by
isoproterenol. This [ATP]; diminution will reduce the [ATP]i/[ADP]; ratio causing a
opening of the K a1p channel. This complementary mechanism will produce a efficient

opening of the [ATP]; depending K" channel.

It has been recently described that testosterone interacting with putative GPCR coupled
receptor activates the PLC-PIP, pathway, resulting in a diminution of the highly
negative charges of PIP, in the membrane modifying electrostatic interactions [18]. As a
consequence Katp channels close and the MP depolarize. Concomitantly the hydrolysis

of PIP; yields IP3 and DAG that activates PKC [28]. Considering these evidences we
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suggest that in the Sertoli cells are present two antagonic mechanism stimulated by
isoproterenol and testosterone respectively: Isoproterenol activates Gs-AC-cAMP-PKA
pathway and decrease the [ATP]; opening the K atp channels; on the other hand
testosterone activates Go-PLC-PIP, pathway that reduce the PIP, pool of the membrane
closing the K" A1p channel.

Finally the hindrance of the effects of testosterone by the action of isoproterenol opens a
very interesting possibility: testosterone and 3, agonist can produce antagonic effect on
the KATP channels modulating the MP and consequently Ca** uptake and other
membrane-bound effects that mediate same of the physiological actions of these

compounds.
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Figure 1. Hyperpolarisation of the MP of the Sertoli cells produced by isoproterenol.
Representative response of the isoproterenol (2x10°M) response (A). Inverted dose
response hyperpolarisation of the MP by different concentrations of isoproterenol (B, B
insert). It was made paired t-test, as compared treated with the resting values *(p<0.05)

(Means+SEM, n=6).
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Figure 2. Effect of the adrenoceptor inhibitor B;, metoprolol (1x10°M) and B,
butoxamine (1x10°M) on the action of isoproterenol (2x10°M) on MP of Sertoli cells.
It was made one way ANOVA followed by Bonferroni post-test as compared with

isoproterenol treated *(p<0.05) (Means+=SEM, n=8).
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Figure 3. Effect of glibenclamide on the action of isoproterenol on the MP of Sertoli
cells. Diminution of the depolarisation effect produced by glibenclamide (1x10°M) by
the action of isoproterenol (2x10°M) (A). Reversion of the hyperpolarisation produced
by isoproterenol by the action of glibenclamide (B and C). In C it was made one way
ANOVA followed by Bonferroni post-test as compared with isoproterenol treated
*(p<0.05) (Means+SEM, n=5).
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Figure 4. Topical application of testosterone (1x10°M) on Sertoli cells, prevents the

hyperpolarization response produced by isoproterenol (A) and the B agonist decrease the

MP depolarization response of the cell evoked by testosterone. The application of

isoproterenol before testosterone prevent the depolarization (B) normally produced by

the androgen (C).

62



A
10mv I— _ LaC|3

5s

v
WWWHW“HW‘|IW§|HI
Spermine 10 mv I—-

o e aaaa sl

HI"“'“

10s

HH]HHH”W\HH]HHW I A
B

32+

27 1so —o—LaCls+Iso

-40 LaCljs
% -44‘_i\f

.48 4 = —a& —=—|so

52+

56 T T T T T
c 0 30 60 180 210

-35 time (seconds)

Iso
-40 -
¢ Spermine
S —o— Spermine+lso
E -45—'_{\i
— = —=— |so
-50 4
-55

0 30 60 180 210
time (seconds)
Figure 5. Effects of polycations on the action of isoproterenol on MP. LaCl; (1x10™*M)

or spermine(10x10°M) depolarize the  Sertoli cell MP (A) and revert the
hyperpolarisation produced by isoproterenol (2x10°M) (B and C). In B and C it was
made one way ANOVA followed by Bonferroni post-test as compared with
isoproterenol treated *(p<0.05) (Means£SEM, n=5).

63



A 10mVv |_

. 20s
Forskolin
™/
B
S 357 Forskolin
E
SR
§ y T - resting
5 407 —=— Forskolin 0,1uM
(]
c
o
K]
5
2 -45-
T T T T
0 30 60 180
Time (seconds)
C

10mV |_ E

20s
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the MP in Sertoli cells(A and B). Diminution of the hyperpolarisation effect produced
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste trabalho, demonstrou-se que o isoproterenol induziu uma rapida e
significativa hiperpolarizacdo da membrana da célula de Sertoli, sendo o maior
efeito na menor dose testada (2x10°M). O antagonista PBz-adrenérgico,
butoxamina, anulou a agdo do isoproterenol, e o antagonista B4-adrenérgico,
metoprolol, reduziu, ligeiramente, a resposta ao isoproterenol.

Nas células de Sertoli, os subtipos de receptores p-adrenérgicos,
envolvidos na acdo do isoproterenol, parecem depender do fenbémeno
estudado (Heindel e col, 1981; Tolszczuk e col, 1988; Eikvar e col., 1993
Troispoux e col, 1998; Wassermann e col, 1996; Jo e col, 2002, Xiao e col.,
2003). No estimulo de transporte de aminoacidos, utilizando o aminoacido nao
metabolizavel o-metil aminoisobutirico, o antagonista [4-adrenérgico,
metoprolol (1x10'6M) bloqueou a agao do isoproterenol com uma poténcia em
duas ordens de magnitude maior que o antagonista 3>-adrenérgico, butoxamina
(1x10™*M) (Wassermann e col, 1996). Por outro lado o receptor B-adrenérgico
parece mediar a hiperpolarizagao induzida por isoproterenol, uma vez que a
butoxamina inibidor [z-adrenérgico, anulou a resposta ao agonista eo
metoprolol (inibidor p4-adrenérgico) somente reduziu parcialmente a
hiperpolarizagdo evocada pelo agonista B-adrenérgico.

Resultados semelhantes foram obtidos por Nakashima e Vanhoute
(1995) em musculatura vascular lisa da veia safena.

Nossos resultados mostram que a menor dose utilizada de isoproterenol
(2x10°M) evocou a maior resposta hiperpolarizante onde a intensidade da

resposta foi diminuindo conforme a dose aumentava. Estes resultados podem
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ser explicados por uma possivel estimulagdo a-adrenérgica causada por doses
maiores do agonista B-adrenérgico. Na literatura, ha relatos de que ha
estimulacédo a-adrenérgica por doses elevadas de isoproterenol (Nakashima &
Vanhoutte, 1995). Outros autores verificaram que a estimulagao ap-adrenérgica

produz, por sua vez, uma despolarizacdo na veia safena de cao (Komori e col.,

1990).

A inibicdo dos canais K'arp com a utilizacdo da sulfoniluréia
glibenclamida, a qual atua na subunidade SUR dos canais K'atp (Baukrowitz &
Fakler, 2000), atenuou a hiperpolarizagdo evocada por isoproterenol,em células
de Sertoli, evidenciando que este agonista -adrenérgico poderia atuar através
da abertura destes canais. Foi demosntrado por Nakashima e Vanhoutte
(1995), em musculatura lisa vascular, da veia safena de cées,que a
hiperplarizagdo produzida pelo isoproterenol ocorria através da abertura de
canais de K'atp, onde também foi observado uma reducdo do efeito do
isoproterenol com a aplicagédo da glibenclamida.

A testosterona, que despolariza a membrana da célula de Sertoli,
fechando canais K'atp, através da via PLC-PIP; (Loss e col., 2004), também
reduz a hiperpolarizagao produzida pelo agonista f-adrenérgico isoproterenol.

A sensibilidade dos canais K'atp @0 ATP n&o é um parametro fisiologico
fixo, mas um paréametro controlado por fosfatidil inositol fosfato (PIP), na
membrana plasmatica (Baukrowitz & Fakler,. 2000; revisado por Wassermann
& Loss, 2004).

Os efeitos do PIP, na inibicdo ao ATP, mantendo os canais de K'atp

abertos, parecem envolver mecanismos eletrostaticos, uma vez que a
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efetividade desta acdo € proporcional ao numero de grupamentos fosfatos
carregados negativamente, ligados ao anel inositol (Baukrowitz & Fakler
,-2000).

Polications como polilisina, poliaminas, neomicina e cloreto de lantano
(LaCl3), interagem com os fosfolipideos anidnicos de membrana, neutralizando
suas cargas negativas, abolindo desta forma, o efeito do PIP, na inibicdo ao
ATP (Deutsch e col., 1994). O tratamento enzimatico com fosfolipase, que cliva
PIP,, reduzindo suas cargas negativas, também reduziram ou eliminaram seu
efeito, sugerindo que o balango de cargas é critico para a modulagédo dos
canais K'atp. que parece ocorrer por iteragdes idnicas (Fan & Makielski, 1997).

Em nossos experimentos, LaCl;, bem como, a poliamina espermina,
ap6s uma pequena laténcia, reverteram o efeito hiperpolarizante da agao do

isoproterenol nos canais K atp.

Os trabalhos de Xiao et al (1999) em miocardio, permitiram postular que
a diversidade da sinalizagdo [, nestas células, deve-se a bifurcacédo dos
eventos poés-receptores, pelo sub tipo da proteina G associada. A via classica
linear Gs - adenilato ciclase — AMPc — PKA tem sido associada ao receptor
adrenérgico B1 (A-B1). Por outro lado, tem-se observado que o receptor .-
adrenérgico apresenta uma bifurcacdo de seu efeito a nivel da proteina G
associada. Estes receptores podem estar associados tanto a uma Gs como a
uma Gi. A Gs desencadeia a cascata que aumenta PKA, descrita acima, e a Gi,
a qual inibe, via GBy, a PKA. Esta ultima, provavelmente, atua via a ativacéo da
fosfatidilinositol kinase (PlsK) promovendo, desta forma, um ajuste complexo

entre o relaxamento e a contragdo do musculo (Jo e col., 2002, Xiao e col,
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1999, Xiao e col., 2003). Esta teoria evidencia que ao contrario do mecanismo
estabelecido, onde cada receptor esta acoplado a uma proteina G especifica,
poderia ocorrer um acoplamento de 2 subtipos de proteinas Ga (Gs e Gi) a um
mesmo receptor. Ampliando a diversidade de efeitos da sinalizagao poés
receptor, além de apresentar uma co-localizacdo espacial e temporal na
coordenacao destes sinais. Desta forma, esta se evidenciando um delicado
balangco entre Gs e Gi, onde o acoplamento adicional de Gi, confere um
controle no sinal estimulante da subunidade Gs aumentando, desta forma, a
especificidade da sinalizagdo do receptor (Xiao, 2000). Além disso, tem sido
descrito que o receptor B-adrenérgico modula um canal de Ca®* tipo L de
forma direta, onde ele estd associado ao receptor. Neste complexo os
receptores Bp.adrenérgicos encontram-se diretamente associados com um dos
seus efetores finais: o canal de Ca** tipo L — Ca, 1.2. Este complexo esta
também composto pela proteina G, adenilato ciclase, AMPc, PKA e a fosfatase
PP2A. Registros eletrofisiolégicos, dos neurdnios de hipocampo, demonstraram
uma tradugcdo de sinal, do receptor adrenérgico, altamente localizada do
receptor ao canal, sendo que esta sinalizagdo n&do ocorre quando estimulada
de forma remota (Davare e col., 2000)

As modificagbes no potencial de membrana, produzidas por
isoproterenol, demonstradas em nossos resultados, sdao mimetizadas por
forscolina, agonista da adenilato ciclase, e parcialmente reproduzidas por db-
AMPc, analogo permeavel do AMPc. Estes resultados indicam que o
isoproterenol atua na membrana da célula de Sertoli via Po-

AR/Gs/AC/AMPCc/PKA/ K*ate.
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Os canais K'atp sdo ativados por proteina quinase dependente de
AMPc, em células musculares lisas, em artéria coronaria suina (Miyoshi &
Nakaya, 1993). Nakashima e Vanhoutte (1995) sugerem, que este feito &
reforcado ou associado ao decréscimo de [ATP]i, como consequéncia da
ativacao da adenilato ciclase por isoproterenol. Esta diminuicdo do [ATP];
poderia reduzir a razdo [ATP]/[ADP];, causando abertura dos canais K'atp,
como foi descrito para outras células. Este mecanismo complementar poderia
produzir uma eficiente abertura dos canais K" dependendo de [ATP]..

Também foi descrito que a testosterona atua através de um suposto
receptor acoplado a proteina G ativando a via PLC-PIP;,, resultando na
diminuicdo das cargas associadas ao PIP, na membrana, modificando as
interagdes eletrostaticas entre o canal e os fosfolipideos anidnicos (Loss e col,
2004). Como conseqléncia, canais K'atp fecham e ha despolarizagdo do
potencial de membrana. Concomitante e associado a hidrolise de PIP,, é
gerado IP3; e DAG, o que ativa também PKC (Quinn e col, 2003).

Considerando estas evidéncias, nés sugerimos que nas células de
Sertoli estdo presentes dois mecanismos antagdnicos sobre o canal de K'atp,
estimulados por isoproterenol e testosterona, respectivamente: Isoproterenol
ativa a via GPCR-AC-AMPc-PKA e diminui a [ATP];, abrindo os canais K'ate;
por outro lado, a testosterona ativa a via Gq-PLC-PIP,, reduzindo a
concentracédo de PIP, na membrana, fechando canais K*ap.

Esta sobreposicédo dos efeitos da testosterona sobre os efeitos do
isoproterenol abre uma possibilidade interessante: testosterona e isoproterenol
podem produzir efeitos antagdnicos nos canais K'atp, modulando o potencial

de membrana e a conseqliente captacdo de Ca*, além de outros efeitos
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ligados a membrana, os quais resultam nas acdes fisiologicas destes

compostos.

71



6.

CONCLUSOES

Este trabalho sugere que:

O Isoproterenol hiperpolariza o potencial de membrana da célula de
Sertoli, provavelmente, atuando em receptor [,-adrenérgico,
considerando que o bloqueador especifico Bg-adrenérgico, butoxamina
inibiu a resposta do agonista B-adrenérgico. Quando se utilizou o
bloqueador B1-adrenérgico, metoprolol, a resposta do isoproterenol foi
levemente atenuada, ndo sendo significativa;

A resposta hiperpolarizante do Isoproterenol depende da dose aplicada;
uma vez que, a menor dose testada (2x10°M), evocou a maior
amplitude de hiperpolarizag&o, atuando em receptores >-adrenérgicos.
A resposta eletrofisioldgica do isoproterenol parece ocorrer através da
abertura de canais K*atp:

o Quando as células de Sertoli estavam sob perfuséo da
sulfoniluréia glibenclamida, bloqueador dos canais
K'ate, @ acdo hiperpolarizante do isoproterenol foi
inibida;

o O mesmo ocorreu quando foram feitos tratamentos
concomitantes de testosterona e isoproterenol, na
mesma preparacao eletrofisioldgica, onde a resposta ao
agonista B-adrenérgico foi atenuada, na presenga do
esterdide;

o Evidenciando, novamente, a atuacado hiperpolarizante

do isoproterenol através da abertura de canais K'atp,
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modulou-se a condutancia destes canais na presencga
de polications (Espermina e LaCls), que diminuem a
corrente ibnica do canal K'arp, interagindo com
fosfolipideos anibnicos da membrana (PIP2), sendo
observada uma reversao no efeito hiperpolarizante do
isoproterenol, significando uma atuagdo do agonista f-
adrenérgico na abertura destes canais;

o Também foi observado um efeito hiperpolarizante, similar ao do
isoproterenol, pelo agonista da adenilato ciclase, forscolina, o que nos
mostra que a ativacdo da corrente de potassio através da abertura de
canais K'atp que ocorre via receptor p-adrenérgico /proteina Gs / Adenilato
Ciclase / AMPc / PKA (?)/ K*atp

Com todas estas evidéncias podemos postular que a ativagao do
agonista p-adrenérgico, em células de Sertoli, produz abertura dos canais de K'atp
via ativacdo de um receptor By-adrenérgico, predominantemente, mecanismo pelo
qual ocorre aumento de AMPc, ativando, por sua vez, o canal K'atp. Esta ativacdo do
canal K'atp 0casiona aumento da corrente de potassio e hiperpolarizacdo da

membrana.
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