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|. INTRODUCAO

[.1 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO
[. 1.1 CARACTERISTICAS GERAIS

O sistema reprodutor masculino é formado pelos testiculos, cada qual com
seu sistema de ductos (ductos eferentes, epididimo, canal deferente e ducto

ejaculador), pelas glandulas acessoérias (vesiculas seminais, prostata e glandulas

bulbouretral) e pelo pénis (Fig 1.1).

Peritoneo Bexiga Uretér

Vesicula Seminal
Reto

Ducto Ejaculador

Corpos
Esponjosos Prostata
Uretra Glandula Bulouretral

Ducto Deferente
Glande Peniana
Escroto  Tunica vaginal Testiculo Epididimo

FIGURA |.1 DIAGRAMA ESQUEMATICO MOSTRANDO OS COMPONENTES DO SISTEMA
REPRODUTOR MASCULINO HUMANO (ROSS ET AL., 1995)



Durante o inicio do desenvolvimento embrionario em mamiferos, ndo ha
sexo fenotipico aparente. Embrides machos e fémeas tém um conjunto duplo de
dutos genitais rudimentares, e génadas indiferenciadas que podem desenvolver-
se em testiculos ou ovarios. A formacdo dos testiculos inicialmente ndo é
dependente de gonadotrofinas ou horménios esteréides, e sim das atividades de
células pré-Sertoli (que pode incluir a secrecdo de um fator que ativa a
diferenciacdo das células de Leydig e de células midides peritubulares
(McCoshen., 1982; Merchant., 1975; Mintz e Russell., 1955). No entanto na série
de eventos que se seguem a determinacdo e diferenciacdo de testiculos, a
testosterona produzida pelas células de Leydig e o horménio anti-Mlleriano
produzido pelas células de Sertoli sdo de importancia critica no desenvolvimento
das caracteristicas masculinas primarias (e mais tarde secundarias), incluindo o
papel proeminente da testosterona na iniciacdo da espermatogénese na
puberdade e manutencédo da espermatogénese no adulto.

Os testiculos sé@o orgaos pareados, ovoides, encapsulados por uma forte
membrana fibrosa chamada tunica albuginia. Desenvolvem-se dentro da cavidade
abdominal e, no homem, migram um pouco antes do nascimento do seu local de
origem para o escroto. O mesenquima testicular pode ser grosseiramente dividido
em dois principais compartimentos: o espaco intersticial e os tubulos seminiferos.
O espaco intersticial contém células de Leydig, macrofagos, vasos sanguineos e
fluido linfatico. A parede externa dos tubulos seminiferos € formada por células
midides peritubulares e células endoteliais. A lamina basal (ou membrana basal)
cobre a parede externa do tubulo. Sobre a membrana basal situam-se as células

germinais tronco (espermatogbnia) e as células de Sertoli. Extensdes



citoplasmaticas das células de Sertoli formam uma matriz estrutural altamente
organizada dentro da qual a espermatogbnia se desenvolve em espermatozoéide

maduro (Sertoli., 1865) (Fig. 1.2).

Tribulos Seruniferos

Testiculo

FIGURA 1.2 BIOLOGIA CELULAR DO TESTICULO. (SKINNER, 1991)

Células de Sertoli ndo apenas provém suporte estrutural, mas tém também
um importante papel no suporte de processos bioquimicos das células
germinativas (Russel., 1993). O instrumento para esse suporte € a barreira
“hemato-testicular” ou “barreira de células de Sertoli” formada por complexos de
juncdes ocludentes entre células de Sertoli adjacentes (Russel e Peterson., 1985;
Dym e Fawcett.,, 1970). Essa barreira, impermeavel as moléculas hidrofilicas

maiores, divide o tibulo em um compartimento basal e um adluminal.
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FIGURA 1.3 REPRESENTACAO ARTISTICA DO TESTICULO DE RATO E HUMANO. O TESTICULO DE
AMBOS, RATO E HUMANO, CONSISTE DE UMA TUNICA ALBUGINEA FIBROSA, QUE ENCAPSULA OS
TUBULOS SEMINIFEROS. O TESTICULO HUMANO E DIVIDO EM LOBULOS, POR NUMEROSAS
PARTICOES FIBROSAS DENTRO DO TESTICULO. ESTAS PARTICOES ESTAO AUSENTES NO
TESTICULO DE RATO. O QUE TORNA ESTE TESTICULO ADEQUADO PARA O USO DA TECNICA QUE
SERA DESCRITA MAIS ADIANTE. OS TUBULOS SEMINIFEROS UNEM-SE DENTRO DA REDE TESTIS,
DE ONDE O FLUIDO SEMINIFERO E OS ESPERMATOZOIDES SAO TRANSPORTADOS PARA DENTRO
DO EPIDIDIMO ATRAVES DE VARIOS DUCTOS EFERENTES. NO RATO, OS DUCTOS EFERENTES
RAPIDAMENTE SE UNEM NUM TUBULO UNICO ALTAMENTE CONTORCIDO QUE FORMA TODO O
EPIDIDIMO, E MAIS DISTALMENTE O DUCTO DEFERENTE. NO HUMANO, UMA REDE MAIS
COMPLEXA DE TUBULOS E FORMADA NO EPIDIDIMO PROXIMAL, QUE SE UNE NUM UNICO TUBULO
EPIDIDIMAL NO CAPUT DISTAL. ESTE TUBULO UNICO SUBSEQUENTEMENTE FORMA O CAPUT
DISTAL, O CORPO E A CAUDA DO EPIDIDIMO E O DUCTO DEFERENTE (VAN ROIJEN, 1999).

No compartimento basal residem apenas as espermatogbnias e
espermatides em pré-leptoteno. As células que ja entraram na profase da meiose,

comecam a atravessar a barreira para alcangcar o compartimento adluminal



(Russell., 1993). Centralmente dentro do tubulo se localiza o [imen tubular, que é
preenchido com fluido seminifero tubular e espermatozoides. Todos os tubulos se
unem na rete testis, de onde o conteudo tubular € direcionado para dentro dos

ductos eferentes e epididimo.

l. 1.1.2 REGULACAO FUNCIONAL DO TESTICULO

O testiculo adulto tem duas funcbes primordiais: uma € sua funcao
endocrina como uma glandula que produz androgénos, necessarios para 0O
desenvolvimento e manutencéo de caracteristicas sexuais masculinas primarias e
secundarias e a espermatogénese. A outra envolve a producdo de um imenso
namero de espermatozoides altamente especializados a partir de um pool de
células tronco indiferenciadas (espermatogobnias) que residem no compartimento
basal dos tibulos seminiferos. O homem pode produzir 2x10*? espermatozéides
ao longo de sua vida (Grootegoed.,1996). Isso ndo € apenas surpreendente pelos
nameros, mas o testiculo e o epididimo cuidam do desenvolvimento e maturacao
das unicas células que sdo destinadas a viver e funcionar fora do corpo
masculino. A dupla funcdo do testiculo, esteroidogénese e gametogénese € um
processo finamente ajustado que envolve a inter-relacbes de um consideravel

numero de células.

[.1.1.2.1 Eix0 HIPOTALAMO-HIPOFISE-TESTICULO

O hipotalamo secreta o hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) que,

através do sistema vascular porta, alcanca a hipdéfise estimulando a producéo e



secrecdo do hormonio luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH). O LH e o
FSH se ligam a receptores transmembrana na membrana plasmatica de células
alvo especificas do testiculo. As funcbes do hipotalamo e da hipdfise sédo
reguladas via mecanismo de ‘feed-back’, onde a testosterona (produzida pelas
células de Leydig estimuladas pelo LH) inibe GnRH, e assim a secrecao de LH e
FSH, e a inibina (produzida sob o controle do FSH pelas células de Sertoli) inibe
mais especificamente a secrecao de FSH (Swerdloff e Wang., 1998).

A secrecdo do GnRH ocorre em intervalos periodicos resultando por sua
vez, em liberacdo episddica das gonadotrofinas. A natureza pulsatil do sinal é
importante para manter a atividade secretoria do LH e do FSH, ja que a infusdo
continua do GnRH diminui a secrecdo desses hormonios por gerar
sesensibilizacdo nas células gonadotrofas (Weiss et al., 1995). Em homens
adultos, os pulsos de LH ocorrem numa frequéncia de 8-14 pulsos/24h, variando
muito em magnitude, enquanto o FSH apresenta uma menor amplitude, em parte
por causa de sua meia-vida mais longa na circulacao (Griffin.,1996).

O FSH e o LH séo secretados pelas mesmas células na hipéfise. Ambos
sao glicoproteinas compostas de duas cadeias polipeptidicas designadas o e p.
Compartilham a mesma sub-unidade o com a tireotrofina (TSH) e com a
gonadotrofina coridnica (hCG), sendo que as diferentes caracteristicas funcionais
desses horménios s&o determinadas pelas subunidade B. E necessaria a
presenca de ambas subunidades para que haja uma completa atividade biolégica
(Griffin e Wilson., 1992).

Embora a maior parte das células gonadotrofas na hipdfise sintetize tanto o
FSH como o LH, sinais externos tais como a frequéncia do pulso do GnRH,

proveniente do hipotalamo (o pulso de alta frequéncia favorece a sintese do LH) e



a modulacdo através do mecanismo de retroalimentacdo (‘feedback’) com os
esterdides sexuais e 0s peptidios gonadais parecem ser importantes para

diferenciar a regulacéo desses horménios (Schwartz., 1995)

[.1. 2 TESTOSTERONA

Nos machos os androgenos sdo essenciais para o desenvolvimento e
manutencdo de tecidos reprodutivos especificos como testiculos, prostata,
epididimo, vesicula seminal e pénis, bem como para outras propriedades
masculinas caracteristicas como, aumento da forca muscular, crescimento de
pélos e barba, etc. Para manter a concentragcdo de andrégenos em niveis
apropriados, a producdo de androgenos deve ser balanceada com a taxa de
“clearance” metabodlico e excrecdo. A acdo de androgenos em células alvo
depende da quantidade de esteroide que pode penetrar nas ceélulas, do nivel de
conversdo metabdlica dentro das células, da integracdo com as proteinas

receptoras e finalmente, da acéo dos receptores de andrégenos a nivel genémico.

No homem, a testosterona € o principal andrégeno circulante. Mais de 95%
€ secretado pelo testiculo, que produz aproximadamente 6-7 mg por dia. Os
passos metabodlicos necessarios para a conversdo do colesterol em andrégenos
ocorrem nas ceélulas de Leydig, que constiituem apenas uma pequena
percentagem do volume testicular total. Apesar das células de Leydig serem as
principais geradoras dos horménios andrégenos circulantes, o cortex adrenal
contribui com a producdo de androgenos menos potentes. A producdo de
esterdides ndo é limitada as classicas glandulas enddcrinas, mas pequenos

volumes também podem ser produzidos em células do cérebro. Apesar da



contribuicdo das células no sistema nervoso para os niveis hormonais circulantes
ser muito pequena, a producdo local de esterdides pode ser fisiologicamente

muito importante para acéo local (Rommerts., 1998).

l. 1.2.1 REGULACAO DA SINTESE DE ANDROGENOS PELO LH

Os hormonios hipofisarios horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo
estimulante (FSH) sdo necessarios para o desenvolvimento e manutencdo das
funcdes testiculares. O LH é o horménio mais importante para o controle da
producao de testosterona pela célula de Leydig. Dentro do testiculo, o receptor de
LH é encontrado exclusivamente nas células de Leydig. Estudos estimam que o
nimero de células de Leydig é de 18 a 34x10° por testiculo de rato (Kerr et al.,
1987; Mendis-Handagama et al., 1988), representando aproximadamente 3% do
volume total do testiculo (Ewing e Keeney, 1993). A hipdfise secreta LH de modo
pulsétil para dentro da corrente sangiinea, através da qual atinge as células de
Leydig dentro do testiculo. O LH se liga ao receptor transmembrana na superficie
da célula, resultando em estimulacdo da proteina-G e adenilil ciclase,
aumentando a formacdo de cAMP. Em consequéncia, o CAMP ativa proteina
quinase A, que por sua vez efetua a fosforilacdo de proteinas especificas.
Mudancas observadas dentro da célula de Leydig sob estimulagédo com LH in vitro
sdo: 1) deplecdo de goticulas de lipidios intracelulares que estocam esteres de
colesterol, 2) estimulacdo da hidrolise de ésteres de colesterol para produzir
colesterol livre, 3) mudancas em elementos do citoesqueleto 4) transporte de

colesterol para a membrana mitocondrial interna, local onde se situa a enzima



P450¢., € 5) estimulacdo da sintese de RNA e proteinas (Dufau., 1988; Ewing e

Keeney., 1993).

O precursor da sintese de esterdides € o colesterol. Este substrato pode
ser sintetizado de novo a partir do acetato, mas pode também ser transportado
por lipoproteinas do plasma. Goticulas de lipidios intracelulares, que contém
ésteres de colesterol também podem funcionar como estoques intracelulares de
colesterol. O nivel de contribuicdo da sintese e do suprimento das lipoproteinas
ou das goticulas de lipidios depende da espécie animal e do grau de estimulacao

da producéo de esteroides.

Os hormonios esterdides contém 21 ou 18 atomos de carbono, enquanto o
colesterol contéem 27. O primeiro estagio na sintese de hormoénios esteréides é a
remocado de 6 carbonos da cadeia lateral do colesterol para a formacédo de
pregnenolona (Stryer., 1996). Essa conversao de colesterol a pregnenolona foi
por muitos anos considerada o passo limitante na esterdidogénese testicular.
Recentemente, no entanto tém-se observado que o real passo limitante é o
transporte do colesterol da membrana externa da mitocondria para a membrana
interna da mitocondria, onde a enzima P450s. esta situada (revisto em Stocco.,
1998). A partir da pregnenolona é formada a progesterona e a partir desta sao

sintetizados os androgénios, que contém 19 atomos de carbono.

A sintese e secrecao da testosterona sdo as fun¢cdes mais conhecidas e
mais importantes das células de Leydig. Durante a vida fetal, um pulso de
testosterona é responsavel pela diferenciacdo do sistema reprodutivo masculino,
e durante o periodo neonatal um pulso subseqiente efetiva o ‘inprinting’ dos

tecidos dependentes de andrégenos.
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No periodo puberal, o aumento na producdo de testosterona €
responsavel pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais masculinas
secundarias, comportamento sexual masculino e o inicio da espermatogénese.
Durante a vida adulta, a testosterona € necessaria para a manutencao das
caracteristicas masculinas secundarias bem como para a manutencdo da

densidade dos ossos do esqueleto (Ewing et al., 1980).
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FIGURA 1.4 DESENHO ESQUEMATICO DA SINTESE DE HORMONIOS ESTEROIDES A PARTIR DO

COLESTEROL (STRYER., 1996).
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O nivel de esterdides biologicamente ativos no corpo é determinado pelas
taxas de sintese e de degradacdo. Para manter uma concentracdo estavel de
esterdides numa célula alvo, deve haver um equilibrio entre o suprimento e a sua
retirada. No lado externo da célula alvo, esses fatores séo: taxa de fluxo de fluidos
biolégicos (sangue e linfa), liberacdo das proteinas ligadoras, transporte através
das membranas, camadas de células de tecido conectivo e as vezes inativacao
do esteroide durante o transporte. Dentro das células alvo, reacfes de ativacéo e
inativacao locais e transporte para fora da célula tém influéncia. Existem diversas
possibilidades para o metabolismo da testosterona. A aromatiza¢do ou a reducao
da ligacdo A4 da testosterona gera, respectivamente, 17R-estradiol e 5a-
diidrotestosterona. Esses esterodides tém atividades bioldgicas diferentes uma vez
que interagem com receptores distintos nas células. Dessa forma as acdes da
testosterona em tecidos alvo s&o significativamente modulados por reacdes

metabdlicas.

[. 1.2.2 DISTRIBUICAO DOS ANDROGENOS NO TESTICULO

As células de Leydig ndo estocam testosterona, a testosterona se difunde
rapidamente para dentro do compartimento intersticial (De Jong et al., 1974;
Sharpe, 1994). Subsequentemente a testosterona pode difundir-se para dentro da
rede de capilares de onde entra na corrente sanglinea periférica, ou pode ser
transportada para dentro do tubulo seminifero. Um grande esfor¢co tem sido feito

na dltima década para elucidar os niveis reais de testosterona no testiculo em
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relacdo ao nivel de testosterona que € necessario para iniciagcdo e manutencao da

espermatogénese.

Turner e colaboradores (1984) descreveram, que a concentracdo de
testosterona nos testiculos de ratos sendo como 0.2-0.25uM. Jarow e
colaboradores (2001) descrevem, esse valor aproximadamente de 0.2uM em
ratos e de 2.0uM em humanos, presente no fluido testicular. Maddocks e
colaboradores (1993) descrevem, 0.3uM presente no sangue venoso testicular de
ratos e Awoniyi e colaboradores (1989) descrevem, valores entre 0.2-0.3uM em

testiculos de ratos.

I. 1.2.3 FUNCOES GONADAIS DOS ANDROGENOS

Andrégenos testiculares sdo necessarios para o desenvolvimento e
manutencdo das caracteristicas sexuais masculinas, incluindo a fungéo
espermatogénica do testiculo e maturacdo do esperma no epididimo. Em 1930
foi observado que a remocao da glandula hipofise resultou em degeneragédo da
espermatogénese no rato. Essa degeneracdo foi, no entanto prevenida com a
suplementacao de testosterona em altas doses (Smith., 1930). Desde entdo um
namero consideravel de pesquisas tem enfocado a regulacdo hormonal da
espermatogénese e maturacdo do esperma, com particular interesse na acao dos
androégenos. Investigadores ainda precisam elucidar através de qual mecanismo
0s andrdgenos estdo envolvidos na iniciacdo e manutencdo da espermatogénese.
O testiculo precisa de um nivel muito mais elevado de testosterona para seu

pleno funcionamento do que os outros tecidos dependentes de androgenos. O
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porque dessa necessidade de altas doses de testosterona e exatamente qual a
concentracdo de testosterona requerida para que a espermatogénese ocorra,

ainda nao esta bem esclarecido.

l. 1.2.4 MECANISMO DE ACAO DA TESTOSTERONA

A maioria das acdes dos horménios androgénicos ocorre através da
ativacdo da transcricdo de DNA via interacGes de alta afinidade com o receptor
nuclear de andrégenos (RA). Este receptor € membro da superfamilia de fatores
de transcricdo dependentes de ligantes. Outros membros dessa familia incluem
0S receptores para todos os hormdnios esteroides, hormonio tiredideo, retinoides,
vitamina D3 e uma série de receptores sem ligante conhecido (receptores 0rfaos)
(Tsai e O’'malley., 1994). Quando o ligante (testosterona ou diidrotestosterona)
associa-se com o RA no citoplasma ou no nucleo, o RA se dissocia das ‘heat-
shock proteins’ (hsp90 e hsp70), forma um dimero com uma segunda molécula de
RA ativada e se liga a seqUéncia ‘enhancer especificas conhecidas como
elementos responsivos a androgenos presentes nas regides 5 adjacentes aos
genes regulados por androgenos (Riegman et al., 1991). Acredita-se que a
ligacdo dos dimeros de RA aos elementos responsivos a androgenos estabilize os
fatores de transcricdo nos promotores dos genes alvo, induzindo assim um alto

nivel de iniciacdo de transcricao (Jenster., 1998; O’'malley e Tsai., 1992).
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FIGURA |.5 MECANISMO DE AGAO GENOMICA DE ANDROGENOS NUMA CELULA ALVO.
TESTOSTERONA (T), DIFUNDE-SE PARA DENTRO DO CITOPLASMA CELULAR ONDE PODE SER
CONVERTIDO A DIHIDROTESTOSTERONA (DHT) PELA ENZIMA 50.-REDUTASE. AMBOS, T E DHT
PODEM SE LIGAR AO RECEPTOR DE ANDROGENOS (RA) E ATIVA-LO. AO LIGAR-SE COM O
HORMONIO, O RECEPTOR DE ANDROGENOS SE DISSOCIA DAS ‘HEAT SHOCK PROTEINS’ (HSP), E
SE LIGA AO DNA COMO HOMODIMERO. FT= FATOR DE TRANSCRIGAO; RNA PoOL lI= RNA
POLIMERASE Il (VAN ROIJEN., 1999).

|. 2 EFEITOS NAO GENOMICOS DE ESTEROIDES

Estudos recentes tém relatado uma variedade de efeitos rapidos nao-
gendmicos de esterodides, geralmente envolvendo fluxo de ions, para ligantes
como progesterona, estrogenos, corticosterona, aldosterona, andrégenos e

vitamina D (Duval et al., 1983; Revelli et al., 1998; Christ et al.,1999).
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Ja foi reportada a presenca de receptores funcionais ndo-genémicos de
progesterona em espermatozoides humanos (Luconi et al. 1998). Varios outros
laboratorios também identificaram receptores de progesterona na membrana
plasmatica de oocitos de anfibios (Brann, et al., 1995). A vitamina D3 produz uma
hidrolise rapida, tempo dependente de esfingomielina, resultando na geracéao de
ceramida e fosforilcolina em células leucémicas promielociticas humanas HL-60, e
a progesterona tem o mesmo efeito em odcitos de Xenopus leavis (Gosh et al.,

1997; Okazaki et al., 1989).

O estrogénio pode disparar uma variedade de eventos de traducédo de
sinais, como a estimulacdo de cAMP, fluxo de calcio, ativacdo da fosfolipase C
(PLC), geracao de inositol fosfato, bem como a rapida liberacdo de prolactina

(Razandi, et al,.1999).

Tem-se demonstrado também que androgenos induzem um rapido fluxo de
calcio numa variedade de tipos celulares classicamente dependentes de
androgenos. Koenig e colaboradores (1989) reportam, que a testosterona
aumenta rapidamente a exocitosis, o transporte de amino acidos e hexose em
cortex de rim de ratos. Fluxos de calcio seguindo adicdo de concentracfes
picomolares de testosterona tem sido reportados em miocitos de coracao de rato
(Koenig et al.,1989) e osteoblastos de ratos e de galinhas (Armen., 2000;
Lieberherr e Grosse., 1994;). Steinsapir e colaboradores (1991) demonstraram um
aumento de calcio intracelular em células de céancer de préstata humana
(LNCaP), apés adicdo de testosterona,em dois minutos. Recentemente, Kampa e
colaboradores (2002), descreveram a existéncia de receptores de membrana em

células de cancer na prostata humana ( LNCaP). A ativacdo destes receptores
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resulta da reorganizacdo do citoesqueleto e aumento da secrecdo do antigeno
especifico prostatico (PSA). Tem sido bem reportado que em células LNCaP, o
andrégeno estimula o influxo de Ca®* através de CCDV em menos de um minuto
(Lyng et al., 2000; Steinsapir et al., 1991). Konoplya e Poppof (1992), usando
varias técnicas, identificaram receptores de andrégenos na membrana de células
da préstata e do figado de ratos, com uma afinidade para androgenos duas
ordens de magnitude mais alta que a testosterona ligada a globulina (TeBG) no

soro do rato.

Félix e colaboradores (2001) descreveram, que em neurdnios ganglionares
pélvicos de ratos a testosterona altera o potencial de membrana em repouso
produzindo despolarizacdo. O efeito foi obtido entre 1-2 minutos com a

concentracao fisiologica de 1mM.

A maioria desses efeitos ndo-gendmicos de esterdides poderia adicionar
sinais complementares aos efeitos gendmicos desses esterdides. Sabe-se que a
testosterona pode modificar a susceptibilidade de células-T a doencas
infecciosas. Recentemente foram reportados efeitos da testosterona e da
testosterona ligada a albumina sobre o fluxo de calcio através da membrana
plasmatica de células-T (Benten et al., 1999; Benten et al., 1997). Uma vez que
células-T ndo possuem o receptor classico de androgenos, esse efeito bioldgico
indica o envolvimento de receptores de membrana plasmatica para a expressao
de efeitos de androgenos. Um outro exemplo da acdo nao-gendmica de
androgenos é a ativacdo rapida de receptores de membrana em neurdnios do
bulbo olfativo por concentragbes nanomolares de androsterona (A16-5a-

androsten-3-one) (Rommerts., 1998).
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O fato de a espermatogénese depender de altos niveis de testosterona é
um bom exemplo da acdo intratesticular de testosterona que ndo pode ser
facilmente explicada baseando-se nas propriedades do receptor nuclear classico.
JA que o0s niveis de testosterona necessarios para a manutencdo da
espermatogénese sdo muito maiores que o nivel de saturacdo do receptor de alta
afinidade de andrégeno, € possivel que opere um sistema alternativo, diferente do

receptor classico (Rommerts., 1988; Rommerts,. 1992).

[.3 AGAO DA TESTOSTERONA SOBRE A MEMBRANA DAS CELULAS DE SERTOLI

O epitélio dos testiculos é um tecido complexo, e a comunicacao estrutural
e funcional entre as células de Sertoli e as células germinativas é extremamente
elaborada.

A posicdo das células de Sertoli permite que essas células recebam,
integrem e emitam 0s sinais requeridos para o processo espermatogénico, esta
comunicacao ocorre via horménio foliculo estimulante (FSH), testosterona, etc.
com as ceélulas peritubulares e as células germinativas. As células germinativas,
células de Sertoli e as células Leydig desenvolvem uma intima e elaborada rede
de comunicacado entre si através dos hormdnios, efeitos paracrinos e sinalizacao
molecular. As células de Sertoli podem prover para as ceélulas germinativas
nutrientes e fatores biologicos (Jegou., 1993; Skinner .,1991).

Este processo dinamico € primariamente regulado por FSH e testosterona
(Cheng et al., 2002; Silva et al., 2002; Carreau et al.,1994) agindo em diferentes
niveis da organizacao celular. FSH, através dos receptores acoplados a proteina-

G na membrana (GPCRS), regula nas células de Sertoli a proliferacéo e a sintese
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de glicoproteinas e proteinas (Bernard e Wassermann., 1982), captacdo de calcio
(Grasso e Reichert.,, 1989) e outros parametros metabdlicos (Carreau et al.,
1994).

Hakola e colaboradores (1998), observaram que liberacbes pulsateis de
LH, seguindo seu biorritmo, produzem quanta de testosterona secretados em
ratos. Mulligan e colaboradores (1997), demostraram que rajadas secretoOrias de
testosterona seguem o modo pulsati de secrecdo de LH, e Winters e
colaboradores (1999), descreveram que a testosterona e outros esteréides sao
co-secretados no intersticio testicular em resposta a secrec¢ao pulsatil de LH. Em
touros, foi demonstrado que também os niveis de testosterona periférica
circulante sédo pulsateis, seguindo o padrdo do ritmo secretorio do LH (Dixit et al.,
1998).

Todos esses dados indicam a presenca de concentracfes muito altas de
testosterona na porcdo basal das células de Sertoli, seguindo as rajadas de

secrecdo hormonal.
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FIGURA 1.6 SINTESE E LIBERACAO PULSATIL DA TESTOSTERONA NO AMBIENTE TESTICULAR.
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Gorczynska e Handelsman (1995) demostraram, que a testosterona
aumenta rapidamente o calcio intracelular em células de Sertoli em ratos com 17-
20 dias de idade. Eles sugerem que a testosterona pode exercer seus efeitos
através da membrana, sinalizando um caminho rapido e de curta duracao.

A testosterona aumenta a captacdo de “°Ca** em células de Sertoli
isoladas de testiculos de ratos (Leite et al., 1999). Usando células de Sertoli
enriquecida (SCE) onde os tubulos seminiferos foram irradiados no utero das
ratas com 1 gray de 60°C entre os dias 19 e 20 de prenhes (Wassermann et al.,
1992) descreveu que a testosterona induz a uma imediata (< 1 Seg) e transitoria
despolarizacdo da membrana da célula de Sertoli. von Ledebur e colaboradores
(2002), demonstraram que a testosterona aplicada topicamente, em
concentracbes observadas em fluidos testiculares do rato, produz uma

despolarizacdo imediata tempo e dose dependente.
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FIGURA 1.7 EFEITO DA APLICAGAO TOPICA DE TESTOSTERONA SOBRE O POTENCIAL DE
MEMBRANA DE CELULAS DE SERTOLI DE RATO DE 17 DIAS. RESPOSTA TiPICA DE 10 uM DE
TESTOSTERONA EM UMA CELULA DE POTENCIAL DE REPOUSO DE -46MV (A). EFEITO DE
DIFERENTES DOSES DE TESTOSTERONA NO POTENCIAL DE REPOUSO DA CELULA DE SERTOLI
(B). (VON LEDEBUR ET AL.,2002).
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Assim como, com aplicacdes tdpicas, observaram que apds a aplicacdo da
testosterona, a resisténcia da membrana da célula empalada aumenta. Esse
aumento se da de forma dose dependente. O fato de a resisténcia mostrar-se
aumentada, significa que o fluxo de ions através da membrana se da com maior

dificuldade, ou seja, € um indicativo de que canais ibnicos estédo se fechando.
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FIGURA 1.8 COMPORTAMENTO DA RESISTENCIA DA MEMBRANA EM DIFERENTES DOSES DE

TESTOSTERONA.( VON LEDEBUR ET AL., 2002.).

I. 4 CANAIS IONICOS ATRAVES DA MEMBRANA CELULAR

A maior parte da membrana celular € quase completamente impermeével
aos ions. Estes podem atravessa-la através de canais ibnicos, de trocadores ou
de transportadores, como a bomba Na'/K* por exemplo. O fluxo de ions através
de canais ibnicos é passivo. A direcao e o equilibrio do fluxo ibnico através de um
canal ndo é determinado pelo canal, mas sim pela for¢a eletroquimica a qual um
determinado ion é submetido. A forca motriz eletroquimica € determinada por dois
fatores: 1) a diferenca de potencial elétrico através da membrana e 2) o gradiente

de concentracdo do ion através da membrana.
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Algumas células geram sinais elétricos periddicos de maneira autbnoma,
outras permanecem silenciosas até que sejam estimuladas. Esses sinais surgem
da acdo de varias combinacdes de canais idnicos, que sdo proteinas que
atravessam a membrana plasmatica. A abertura e o fechamento dos canais €&
altamente regulado, sendo que diferentes canais tém especificidades ibnicas
diferentes e diferentes modos de regulacdo. O gradiente de concentracéo i6nico
através da membrana € a base da energia para os sinais elétricos. Quando canais
ibnicos estdo abertos, os ions se movem através do canal ao longo de seu
gradiente eletroquimico. Seu movimento liquido através da membrana constitui
uma corrente que altera o potencial de membrana e gera um sinal elétrico. A
densidade, especificidade, modo de regulacdo e cinética dos canais iGnicos na
membrana determina suas propriedades elétricas e 0s sinais elétricos que vai
gerar (Sargent, 1992).

A maioria dos canais € altamente seletiva a apenas um tipo de ion que ira
atravessa-los. Essa seletividade € baseada no tamanho, carga e hidratacdo dos
ions. Todos os canais ibnicos estudados até agora apresentam um ou mais
estados conformacionais relativamente estaveis, ou seja, cada canal ibnico tem
pelo menos um estado aberto e um ou dois estados fechados. Alguns canais sao
regulados por ligantes quimicos, que podem ser neurotransmissores ou
horménios no meio extracelular que se ligam ao lado extracelular do canal, ou
podem ser segundo-mensageiros dentro da célula que atuam no lado
citoplasmatico do canal. Outros canais ibnicos sao influenciados por mudancas no
potencial de membrana da célula e outros por estiramento mecanico ou pressao
da célula. Alguns canais sdo regulados por mais de um desses trés tipos de

fatores. Um canal sob influéncia desses fatores reguladores pode entdo entrar em
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um dos trés estados funcionais a seguir: a-fechado e ativavel (repouso) , b-aberto
(ativo) e c-fechado e nao ativavel (refratario). Cada célula tem varios tipos de
canais ibnicos em suas membranas plasmaticas (Kandel et al., 1995). Contudo,
0s canais de célcio dependentes de voltagem e os de potassio sensiveis ao ATP
serdo analisados com maior énfase por terem uma participacdo mais relevante

neste trabalho.

[.5 CANAIS DE CALCIO

Existe uma grande diversidade de canais de calcio, caracterizados por
diferencas fundamentais nos mecanismos que governam sua abertura e
fechamento. Alguns canais se abrem quando um neurotransmissor ou um
horménio ocasiona variacdes na diferenca de potencial elétrico através da
membrana e sdo denominados canais de calcio dependentes de voltagem
(CCDV). Outros se abrem quando o ligante interage com o receptor de membrana
celular associado a canais de membrana e sdo chamados canais de calcio
ligados ao receptor. Neste caso, a abertura dos canais pode se dar pela acéo de
segundos mensageiros, pela fosforilagdo do canal, por acdo da proteina G, pelo
préprio Ca?* intracelular ou pela ligacdo direta do horménio ou neurotransmissor
ao proprio canal.

Existem varios tipos de canais de calcio dependentes de voltagem: canais
do tipo L, do tipo N, do tipo P/Q e do tipo R. Neste trabalho vamos descrever
somente os canais de calcio dependentes de voltagem (CCDV), que sao os mais

importantes para 0 nosso entendimento nesse momento.
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I. 5.1 CANAIS DE CALCIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM

Os canais de célcio dependentes de voltagem (CCDV) fazem parte de uma
grande familia de canais que consistem em proteinas de membrana cuja atividade
€ modulada pela variacdo do potencial de membrana. Os canais sensiveis a
voltagem podem existir em trés estados funcionalmente distintos: fechados,
abertos e inativos. Tanto o estado fechado como o inativado ndo sao condutores.
Os CCDV podem ser inativados por uma despolarizacédo prolongada quando se
tornam refratarios (Catterral., 1995). Apesar da predominancia do controle do
canal ser a modificacdo do potencial da membrana, esta sensibilidade pode ser
modificada por alguns fatores como: a fosforilacdo do canal, a ligacdo de uma
proteina-G ao canal e a ligacao de farmacos com afinidade especifica aos canais.
(Spedding e Paolette., 1992)

A descricdo inicial de correntes de Ca?* no miocardio por Reuter (1967)
iniciou uma série de trabalhos para definir as propriedades dos canais de Ca**
dependentes de voltagem. Tsien e Tsien (1990) identificaram,
eletrofisiologicamente e farmacologicamente diferentes canais que foram
chamados tipo L (para “long lasting”; de longa duracéo) tipo T (para “transient,
tiny”; transitério, minusculo) e tipo N (para neuronal, nem L nem T).
Subsequentemente, Llinas e colaboradores (1989), mostraram evidéncias da
existéncia de canais de calcio voltagem dependente com alto limiar de ativacao
que foram chamados de canais tipo P (para células de Purkinje) (Spedding e
Paoletti, 1992).

Canais de célcio dependentes de voltagem causam um rapido influxo de

Ca?* para dentro das células quando a membrana é despolarizada. Eles tém um
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papel importante em neurbnios, musculos esqueléticos, cardiacos e lisos, mas
também em células ndo excitaveis como células enddcrinas, e linfocitos. Esses
canais estdo envolvidos em eventos sinapticos de transmissdo de sinais,
acoplamento excitacdo-contracdo, acoplamento excitacdo-secrecdo, funcao
marcapasso, crescimento celular, proliferacdo celular e apoptose (Staes et al.,
2001).

Baseados em suas propriedades eletrofisiologicas e farmacoldgicas, os
canais de calcio dependentes de voltagem podem ser funcionalmente
classificados em seis classes de correntes de Ca** designadas L-, N-, T-, P/Q-, e
R- (Tsien et al. 1991; Hofmann et al., 1999). Os canais de calcio consistem de
complexos de uma subunidade formadora de canal - a; com subunidades a3 5, B
e y. Canais de Ca®" que contém subunidade Ca,2.2 o (antigamente chamada de
o1g) SE0 responsaveis por correntes tipo N, e canais de Ca®" contendo
subunidade Ca,2.1 a; (antigamente chamada de a;a) S840 responsaveis pelas

correntes de Ca?* tipo P e Q (Herlitze et al., 2000).

I. 6 CANAIS DE POTASSIO

Os ions potassio apresentam funcdes relacionadas com a geracdo de
sinais elétricos ha membrana e com a manutencao do potencial de membrana no
repouso, juntamente com os ions cloro. Estas propriedades se devem ao fato de o
potencial de equilibrio do potassio se encontrar em valores muito negativos,
geralmente abaixo do nivel de repouso, e apresentar uma permeabilidade
relativamente alta. Assim sendo, partindo do repouso, quando houver maior

fechamento dos canais de K" ocorrera uma despolariza¢éo devido a reducéo do
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efluxo de K, e quando houver maior abertura desses canais ocorrera uma
hiperpolarizacéo pelo aumento do efluxo do ion (Hodgkin e Horowicz, 1959).

Canais de K", originalmente identificados como as entidades moleculares
que mediam fluxos de ions K" através da membrana dos nervos na geragido de
potenciais de acdo sdo agora conhecidos em virtualmente todos os tipos celulares
em todos os organismos, onde eles estdo envolvidos numa variedade de funcdes
fisiologicas (Miller, 2000).

Os canais de K" sdo os mais numerosos e com maior diversidade se
comparados aos demais canais. Existe uma grande variabilidade dos canais de
K" nos diferentes tecidos e entre os tipos celulares do mesmo 6rgédo, quando
consideramos os tipos e/ou a densidade de canais (Barry e Nerbonne., 1996).
Eles sdo proteinas integrais da membrana que formam poros aquosos
transmembrana através dos quais especificamente o K’ permeia. Muitas
subfamilias moleculares de canais de K* sdo conhecidas, e essas correspondem
grosseiramente aos sinais fisiolégicos pelos quais a abertura dos canais €
controlada, como por exemplo, voltagem, Ca?*, proteina-G e poliaminas. A
estrutura do canal de K* bacteriano é conhecida com alta resolucéo, e ela revela a
base quimica para a permeacdo seletiva do K'. Os genomas de humanos,
Drosophila e Caenorhabditis elegans contém 30-100 genes de canais de K" cada,
e alguns deles ainda estdo sujeitos a “splicing” alternativos. Varias doencas
genéticas humanas, como as patologias envolvendo arritmias cardiacas, surdez,
epilepsia, diabetes e ma regulacédo da pressao arterial, sdo causadas pela ruptura
de genes para canais de K.

Os canais de K' sdo os membros fundadores da “superfamilia-S4” de

canais ionicos dedicados a sinalizacdo elétrica. Os canais dependentes de
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nucleotideos ciclicos (CAMP por exemplo) evoluiram dos canais de K’ via a
aquisicao de um dominio de ligacdo para nucleotideos ciclicos perto do terminal
carboxil; os canais de Ca** e Na*, cada um dos quais € um monémero contendo
quatro repeticdes internas, evoluiram dos canais de K' através de duas
duplicaces de genes, sendo que os canais de Ca®" surgiram em organismos
unicelulares como os protistas e os canais de Na* surgiram com o aparecimento
de neurdnios em organismos multicelulares (Miller., 2000).

Existem duas grandes classes de canais de K' definidas pela topologia
transmembrana: o subtipo com seis hélices transmembrana ligado a voltagem (K,)
e o subtipo de duas hélices transmembrana com retificacdo para dentro (inward-
rectifier) (Ki).

Os canais de K' s@o encontrados em tantos tipos celulares diferentes
efetuando tantas tarefas biologicas distintas que sdo impossiveis resumir todos
eles aqui. Todos os canais de K' no entanto efetuam uma funcdo bésica: a
formagdo de um “vazamento” extremamente especifico para ions K.
Praticamente todas as células mantém uma concentragdo citoplasmatica de K"
muito mais alta que a extracelular e a abertura de um canal de K"
automaticamente implica numa mudanca na voltagem elétrica através da
membrana plasmatica em direcdo a negatividade. Essa mudanca € chamada de
hiperpolarizacdo e ocorre em diferentes contextos fisiolégicos para diferentes
propositos.

De um modo geral, as atividades dos canais de K' sdo reguladas de
maneira elaborada e estreita, tanto por controles de transcricdo especifica de
cada tecido como por acdes bioquimicas nas proteinas do canal. Alguns canais

de K" sdo constitutivamente ativos, mas a maioria atua transitoriamente, sendo
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regulados por sinais fisiologicos. Os canais K, sdo ativados por mudancas de
voltagem despolarizantes, alguns canais de K* ativados por Ca®" sdo sensiveis
tanto a voltagem quanto aos niveis citoplasmaticos de Ca®*, enquanto outros
respondem apenas ao Ca®’, diferentes classes de canais K sdo diretamente
regulados por fatores intracelulares como proteinas-G, nucleotideos ou
poliaminas. Além disso, a fosforilacdo de proteinas muitas vezes modula a
sensibilidade dos canais de K* para os sinais fisiolégicos propriamente ditos, ou é
ela mesma o sinal de ativacao (Miller., 2000).

Nesta secdo, serdo apenas citados os canais K* (K;;) devido a sua grande
diversidade e complexidade e serdo descritos os canais envolvidos diretamente

no foco deste trabalho.

1.6.1 CANAIS DE POTASSIO RETIFICADORES DE INFLUXO (Kig)

Os canais de potassio de retificacdo interna (Kj), expressados em muitos
tecidos de invertebrados e vertebrados, varios subtipos evoluiram especializacdes
na regulacdo da excitabilidade da membrana e transporte de K*. (Doupnik et al.,
1995). Estas subfamilias sé@o designadas K; 1.0 - 5.0 de acordo com a
nomenclatura de Chandy e Gutman., (1993) e K; 6.0 de acordo com (Inagaki et
al., 1995).

Os canais da subfamilia Ki; 1.0 (1.1 a, b, c) sdo expressos
predominantemente em rins, e provavelmente estdo envolvidas na regulacdo da
homeostase do K.

Os canais da subfamilia Ki; 2.0 (2.1, 2.2, 2.3); estdo distribuidos em

numerosos tipos de células, incluindo neurdnios (Constante e Galvan.,1983; Inoue



28

et al.,, 1998); células da glia (Barres et al.,, 1990; Newman.,1993); fibras do
musculo esquelético (Leech e Stanfielol.,1981); midcitos ventriculares (Sakmann e
Trude.,1984; Kurachi.,1985); células do musculo liso vascular (Quayle et
al.,1993), células endotelias (Silver e DeCoursy.,1990) células epiteliais (Cooper
et al., 1991); e em osteoclastos (Kelly et al.,1992).

Os canais da subfamilia K;; 3.0 (3.1, 3.2, 3.3, 3.4), um classico canal de K;
ativado por proteina-G expressados em midcitos atriais e no nodo sinoatrial
(Kurachi et al ., 1992), e em varios neurdnios de cérebro de mamiferos. (Karschin
et al.,1994; DePaoli et al., 1994).

Os canais da subfamilia Kj 4.0 e Kj 5.0 foram clonados em cérebro de
ratos (Bond et al., 1994).

Os canais da subfamilia K;; 6.0 (6.1, 6.2), expressados no pancreas, sao

canais com alta afinidade para sulfuniluréias (SUR) (Inagaki et al., 1995a; Inagaki

et al., 1995b).
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FIGURA |. 9 ARVORE FILOGENETICA DA FAMILIA DE CANAIS DE POTASSIO RETIFICADORES DE
INFLUXO (Kig). (MODIFICADA DE NICHOLS E LOPATIN., 1997).
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. 6.2 CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS A0 ATP (K*ap)

Os canais K'atp s80 amplamente distribuidos em uma variedade de tecidos
e tipos celulares onde eles acoplam mudancas do metabolismo intracelular a
atividade elétrica da membrana plasmatica, tendo, portanto um importante papel
tanto na fisiologia normal quanto na patofisiologia. A abertura dos canais K'atp
levara o potencial de membrana em direcdo ao potencial de equilibrio do ion
potassio (perto de —80mV para a assimetria fisiolégica de K* extracelular/K"
intracelular) (Aguilar-Bryan et al.,1998).

Os canais K'atp acoplam a excitabilidade da membrana ao estado
metabolico das células e estdo presentes em uma variedade de tecidos
(Ashcroft.,1998), no coracdo, nas células B do péancreas, musculo esquelético,
musculo liso, cérebro, hipéfise e no rim. No pancreas, os canais de K'arp S&0
como um sensor da concentragdo sanguinea de glicose na regulacdo da secrecéo
de insulina.

Os canais de K'atp tém propriedades de canais de K com retificacéo
interna. A clonagem e reconstituicdo das subunidades desses canais
demonstraram que de fato, os canais K'arp S&0 hetero-multimeros de
subunidades dos canais de K' com retificacdo interna (K;;6.x) (Inagaki et al.,
1995a ; Nichols e Lopatin,1997) e acoplados a receptores de sulfoniluréias (SUR)
(Aguilar-Bryan et al., 1995), membros da superfamilia “ATP-binding cassete”
(ABC) (Higgins,1995). Estudos recentes indicam que SUR e K;6.x se associam

para formar um grande canal tetramérico (SUR/K;6.X)s. As subunidades K;6.x
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formam o poro do canal enquanto SUR é requerida para ativacédo e regulacao do
canal (Bryan e Aguilar-Bryan., 1997). A atividade dos canais K'atp € controlada
pela concentracdo de ATP e ADP intracelular, ou seja, pelo equilibrio ATP/ADP.
Quando ha um aumento da razdo ATP/ADP, os canais se fecham e quando ha
uma reducdo dessa razdo os canais se abrem. Desta forma sua funcdo esta
estreitamente relacionada com o estado metabolico das células (Miki et al., 1999;
Kakei , 2003).

Em midcitos cardiacos e esqueléticos, e em musculo liso vascular e
neurdnios ainda ha controvérsia se os canais de K'arp sdo0 ativos em condi¢des
fisiolégicas normais. Ja € aceito, no entanto que canais de K'arp podem ser
abertos, mesmo em midcitos isolados quiescentes, por condi¢cdes de hipoxia ou
isquemia, e sua corrente para fora € suficiente para reduzir a duracao do potencial
de acdo. Essa reducdo diminui o influxo de Ca®*, diminuindo a forca contratil, o
que reduz o consumo de ATP e que acaba por proteger a célula durante periodos
de restricdo metabolica. Em células de musculo liso que, da mesma forma que as
células-B, tém alta resisténcia, um pequeno nimero de canais de K'arp pode
influenciar o tdnus vascular. Em neur6énios, a abertura de canais de K'atp reduz a
freqiéncia de potenciais de acdo, tendo novamente uma funcdo protetora
(Aguilar-Bryan et al.,1998).

As propriedades funcionais dos canais de K'arp foram melhor
caracterizadas em células-f do pancreas. Desde o descobrimento dos canais
K'atp €m células-B, o modelo no qual a liberacdo de insulina estimulada por
glicose é dependente do fechamento dos canais K'arp tornou-se amplamente
aceito. Neste modelo, o aumento da razdo ATP/ADP decorrente do metabolismo

da glicose, leva os canais K'atp a se fecharem, despolarizando a membrana das
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células-B, levando a abertura de canais de calcio voltagem dependentes e
permitindo o influxo de Ca** O aumento na concentracédo de calcio intracelular
nas células-B entdo dispara a exocitose dos granulos de insulina (Aguilar-Bryan et
al 1995.; Cook et al 1984.; Loussouarn et al.,, 2001). Além disso, sulfoniluréias
como tolbutamida e glibenclamida, que sdo amplamente usadas no tratamento de
diabetes mellitus ndo dependente de insulina, estimulam a liberacdo de insulina

por fecharem diretamente os canais K'atp (Miki et al.,1999).
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FIGURA 1.10 CANAIS K'atp REGULADOS POR NUCLEOTIDIOS. A SUBUNIDADE Kz6.2 FECHA 0S
CANAIS DE K'atp. QUE E COMPLETADA NA SUBUNIDADE SURL. A SUBUNIDADE SUR1 HIPER
SENSIBILIZA O CANAL E AUMENTA A SENSIBILIDADE AO ATP. ESTA HIPER SENSIBILIDADE
OCORRE POR HIDROLISE DE NUCLEOTIDEOS NO SUR1 NUCLEOTIDE BINDING FOLDS (NBFS), E
ESTE EFEITO E MINIMIZADO, OU ANULADO, POR MGADP OU DIAZOXIDA (MODIFICADA DE SHYNG
ET AL., 1997).
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Como SUR1 ndo é expresso em musculo cardiaco e esquelético onde
canais de K'atp estdo presentes, sugeriu-se a presenca de uma isoforma de
SUR1 nesses tecidos. Foi encontrada a isoforma SUR2A. No entanto essa
isoforma tem a afinidade ~500 vezes menor por glibenclamida que a SUR1. Altos
niveis de MRNA de SUR2A é expresso em coracdo, musculo esquelético e ovario
e niveis moderados sdo encontrados em ilhotas pancreaticas, cérebro, lingua,
testiculo e glandula adrenal (Miki et al., 1999).

A Glibenclamida (1uM), concentracdo suficiente para bloquear correntes de
canais K'atp de células-B, inibiu apenas moderadamente a atividade do canal
SUR2A/K;6.2. Por outro lado, abridores de canal K'arp cardiaco, cromakalina e
pinacidil, ativaram canais SUR2A/K;6.2. No entanto, diazoxida (100uM),
concentracdo suficiente para ativar canais K'atp de células-B, ndo ativou os
canais SUR2A/K;6.2. Portanto, as propriedades farmacologicas e
eletrofisiologicas de canais SUR2A/K;;6.2 sdo similares aquelas dos canais K'arp
descritos em musculo esquelético e cardiaco. Estudos até agora sugerem que
diferentes combinacdes de isoformas de SUR e suas variacfes e K;; 6.2 ou K;6.1
podem ser responsaveis em parte pela diversidade molecular e funcional dos
canais K atp (Miki et al.,1999).

Os canais K'atp S80 muito conhecidos como alvo da acdo das
sulfoniluréias, drogas muito usadas como hipoglicemiantes como foi descrito
acima. As sulfoniluréias mais utilizadas como antagonistas (“fechadoras de
canais”) sdo a glibenclamida (gliburida), a tolbutamida e a glipzida. Alguns
agonistas (“abridores de canais”) utilizados sdo a cromakalina, a diazoxida e o

pinacidil.
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FIGURA .11 FORMULA MOLECULAR DA GLIBENCLAMIDA. (HARDMAN ET AL., 1996)
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Figura 1.12 FORMULA MOLECULAR DA DIAZOXIDA. (HARDMAN ET AL., 1996)
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Figura 1.13 FORMULA MOLECULAR DA TOLBUTAMIDA (KAKEI, 2003)

Ha vérias outras descricdes de envolvimento de canais de K' na acgéo
hormonal, como por exemplo, a investigacdo dos efeitos da melatonina sobre
correntes de K* em cultura de células cerebelares de rato, onde se demonstrou a
presenca de um receptor funcional de melatonina e que a ativagcéo desse receptor

+ o«

pode modular as correntes para fora de K* “outward current” ligando-se a uma

proteina G sensivel a toxina pertussis (Huan et al., 2001). Em células foliculares
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gue circundam os odécitos de Xenopus, a aplicacdo tanto de FSH ou de adenosina
sob “voltage clamp” induz uma corrente de K*. Essa corrente de K* se produz por
um aumento de cAMP intracelular e € inibida por ATP. Essa inibicdo pode ser
mediada por ativacdo da PKC sendo que o local de acdo da PKC parece ser em
algum ponto descendente na producdo de cAMP envolvida na abertura dos
canais de K* (Fujita et al., 2001). 17-f estradiol provoca uma queda no potencial
da membrana plasmatica de osteoclastos isolados de ave. Esta queda se da em
segundos apos a administracdo do estradiol e é bloqueada por ouabaina
(bloqueador especifico da Na’K* ATPase) e por BaCl, (inibidor do canal de K"
com retificagdo interna). Verapamil e cloreto de lantanio (LaCls), inibidores de
canais para dentro de Ca®*" e 4'4-diisotiocianatostibene-2'2-acido dissulfénico
(DIDS), um inibidor de canais de CI, ndo afetaram a despolarizagcdo. Os autores
sugerem que o estrogénio regula osteoclastos através da atividade de canais
ibnicos (Brubaker e GAY., 1999). Em midcitos cardiacos, foi sugerido que o
fechamento dos canais K'arp pela glibenclamida leva a uma despolarizagdo da
membrana e conseqiiente aumento da permeabilidade ao Ca?' através da
ativacéo dos canais de Ca** dependentes de voltagem do tipo L (Kim et al., 1997).
Em tdbulos seminiferos de testiculos enriqguecidos em células de Sertoli, a
glibenclamida rapidamente estimula (20 segundos) a captacéo de Ca?" através de
canais do tipo L e produz alteracdes eletrofisioldgicas na membrana de células de
Sertoli, resultando numa despolarizagéo prolongada (Miranda et al., 1998).

von Lebedur e colaboradores (2002) descreveram que a glibenclamida
produziu despolarizacdo da membrana de células de Sertoli de ratos imaturos e
aumentou sua resisténcia depois de uma laténcia de 1 minuto. A superfusdo dos

tubulos seminiferos com diazoxida em doses 250 e 400uM causaram uma
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hiperpolarizacdo do potencial de membrana das células de Sertoli. Esse efeito
estava de acordo com o esperado para essa droga, uma vez que a abertura de
canais de K provocada pela diazoxida, leva a uma saida deste ion da célula
direcionada pelo seu gradiente eletroquimico através da membrana. Com a saida
de cargas positivas, o interior da célula torna-se mais negativo, o que se traduz

numa hiperpolarizacdo da membrana.

1. 7 FOSFOLIPIDIOS DE MEMBRANA

Héa cada vez mais evidéncias de que a membrana plasmatica das células,
ndo € apenas uma bicamada lipidica inerte, e os proprios lipidios sao hoje
participantes ativos da vida celular. As moléculas de lipidios constituem cerca de
50% da massa da maioria das membranas de células animais. Todas as
moléculas de lipidios nas membranas celulares sédo anfipaticas. Os mais
abundantes sdo os fosfolipidios, pequenas moléculas que sao compostas
principalmente por acidos graxos, glicerol é uma porcao polar.

Acredita-se que os lipidios existam em diferentes fases em bicamadas
lipidicas modelo, incluindo gel, estado liquido ordenado e estado liquido
desordenado, citados aqui em fluidez crescente. No estado gel, os lipidios estado
semicongelados, na fase liquida ordenada, os fosfolipidios com cadeias de
carbono saturadas, se agrupam firmemente com o colesterol, mas mesmo assim
continuam moveis no plano da membrana, no estado liquido desordenado, todas

a bicamada lipidica é fluida, como foi proposto pelo modelo de Singer-Nicholson.
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Porém, tem sido dificil demonstrar que os lipideos existem nessas diferentes
fases no complexo meio ambiente celular.

Ha mais de dez anos, surgiu a hipotese de balsas de lipidios (‘lipid rafts’).
Ela se originou de estudos sobre polaridade das células, e sua postulacéo central
era a existéncia de grupamentos dinamicos de colesterol e esfingolipidios na
camada exoplasmatica da bicamada lipidica, formando balsas de lipidios. A
preponderancia de cadeias de hidrocarbono saturadas em esfingolipidios
celulares permite que o colesterol se intercale firmemente, numa organizacao
semelhante a do estado liquido ordenado nos modelos de membrana. A
membrana a volta das balsas de lipideos é mais fluida, e consiste principalmente
de fosfolipidios com cadeias laterais insaturadas e colesterol. Uma das mais
importantes propriedades das balsas de lipidios, € que podem incluir ou excluir
proteinas de maneira variavel. O papel mais importante das balsas na superficie
da célula pode ser sua funcéo na transmisséao de sinal (Simons e Toomre, 2000).

Atualmente acredita-se que as balsas de lipidios s&o estruturas
especializadas da membrana plasmatica, formando microdominios que
concentram uma variedade de moléculas sinalizadoras, incluindo receptores
ligados a proteina-G, proteinas-G heterotriméricas e pequenas adenilil ciclase,
proteina quinase C (PKC), oxido nitrico sintase, além de receptores individuais,
ativados por ligacdo do agonista.

Tém sido propostas varias explicacdes para o significado da associacéo
dessas moléculas sinalizadoras dentro dos microdominios. Uma teoria € que
servem como andaimes para O recrutamento de componentes de cascatas
sinalizadoras, aumentando sua eficiéncia e ligando rapidamente os receptores a

mais de um sistema sinalizador e assim, as interacbes em um microdominio
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desses poderia compartimentalizar, modular e integrar sinais na membrana
plasmatica. Uma teoria alternativa € de que essas estruturas podem manter as
moléculas sinalizadoras em seu estado inativo, até que se tornem ativas para
liberar a mensagem, ou podem atrair componentes sinalizadores para finalizar o
sinal do receptor (Hur e Kim., 2002).

Uma caracteristica convergente nos modelos existentes, € que balsas
individuais se agrupam em ‘clusters’ para conectar proteinas da balsa de modo a
formar um complexo sinalizador. Podemos vislumbrar que segundos
mensageiros como fosfoinositidios ou de esfingolipidios, estimulados por
esterdides como por exemplo a progesterona (Gosh., et al., 1997) e a
testosterona, poderiam influenciar no movimento e comportamento das balsas ou
‘clusters’ de balsas, regulando a interacdo (‘cross-talk’) de diferentes cascatas

sinalizadoras.

PIP, em quantidade é o menor constituinte de fosfolipidios da membrana
plasmatica, mas ele € o substrato chave da fosfolipase C (PLC) que catalisa a
degradacédo de PIP, em DAG e IP3. Os niveis de PIP, na membrana podem

determinar a atividade dos canais de K'a7p. (Kakei.,2003).

A cadeia de eventos que leva a hidrolise do PIP; inicia-se com a molécula
sinalizadora a um receptor associado a proteina Gg na membrana plasmatica.
Esses fosfolipidios interagem com a terminac&o-C do Kir 6.2 causando a ativagcao

do canal e reduzindo a sensibilidade ao ATP (Baukrowitz e Fakler., 2000).

Spiegel e colaboradores (1996), descreveram que a PLC com hidroélise de
PIP, para geracdo de DAG fica dentro de trés grupos: B,y e 8. Todas as trés

isoformas da PLC séo polipeptidios simples contendo duas regides de alta
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homologia, designada X e Y. Dois mecanismos tem sido descritos para a ativacao
da PLC: ativacdo PLC-p através de receptores serpentinicos mediado pela
proteina-G, ou PLC-y ligadas a receptores tirosina kinase . A ativacdo PLC-B

ocorre via a ligacdo GTP com a subunidade a na proteina Gqg ou via subunidade

By.

Fosfatidilinositol PIP PIP. Dic
(P}

CDP-diacilglicerol - Acido fosfatidico

FIGURA 1.14 METABOLISMO DOS FOSFATIDILINOSITOL NAS MEMBRANAS CELULARES. O
FOSFATIDILINOSITOL E SUCESSIVAMENTE FOSFORILADO ATE FORMAR 4-FOSFATO DE
FOSFATIDILINOSITOL (PIP) E, 4,5-DIFOSFATO DE FOSFATIDILINOSITOL (PIP,). (MODIFICADO DE
BERRIDGE.,1984).

Os canais Kj podem interagir diretamente com PIP,. Os efeitos de PIP, na
atividade dos canais de K" retificadores de influxo ligados a proteina-G, (KRIG)
séo diretos e ndo sdo minimizados por produtos da hidrélise de PIP,. Kobrinsky e

colaboradores (2000); demonstraram em células cardiacas que a hidrélise de PIP,
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resulta na dessensibilizacdo da corrente de potassio estimulada pela proteina
ligada ao GTP. Dois caminhos regulados por receptores na membrana plasmatica
interagem nos niveis desses canais para modular a corrente de potassio: 1)
Estimulatério, sinalizando através das subunidades Gy, que interage diretamente
com o canal. Para estabilizar as interacdes com PIP, levando a ativagédo do canal.
2). Inibit6rio, Ativando PLC para hidrélise do PIP, que limita a estimulacdo da
atividade por Gpy.

O efeito dos PIPs na inibicdo do ATP envolve um mecanismo eletrostatico
porque a negatividade da carga do grupo fosfato pode ser critica para o efeito do
fosfolipidio na inibicdo do ATP. PIP; e PIP, sdo mais eficientes, reduzindo a
inibicdo do ATP. Entretanto, fosfatidil-4-fosfato (PIP) e menos potente e
fosfatidilinositol (PI) ndo tem efeito. (Kakei.,2003; Baukrowitz et al.,1998). Os
polications como Ca**, La®*, polilisina, poliaminas, e neomicina; neutralizam as
cargas negativas dos fosfolipidios, anulando o efeito dos PIPs na inibicdo do ATP

(Shyng e Nichols., 1998; Deutsch e Matsuoka.,1994).
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FIGURA 1.15 EFEITO DOS FOSFOLIPIDIOS NOS CANAIS DE K atp. ESTRUTURA
ESQUEMATICA DE FOSFOLIPIDIOS PARA VISUALIZAR O RELACIONAMENTO ENTRE O NUMERO DO
GRUPO FOSFATO (P) DO INOSITOL E A POTENCIA DOS FOSFOLIPIDIOS, (R) SAO ACIDOS GRAXOS.
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ALTAS CONCENTRACOES DE PIP, E PIP ATUANDO NA UNIDADE KIR6.2 DO CANAL INSENSIBILIZA-
O AO ATP, MANTENDO-O ABERTO, PRODUZINDO HIPERPOLARIZACAO PELA SAIDA DE K.
(MODIFICADO DE BAUKROWITZ ET AL., 1998).

I. 8 PRINCIPIOS GERAIS SOBRE REGISTROS INTRACELULARES

A membrana celular adquire suas propriedades elétricas de seus lipidios e
proteinas, como 0s canais idnicos e transportadores. Existe uma diferenca de
potencial elétrico entre o interior e 0 exterior das células. Um objeto carregado
(ion) ganha e perde energia conforme se move entre lugares de diferentes
potenciais elétricos, da mesma maneira que um objeto com massa se move ‘para
cima’ e ‘para baixo’ entre pontos com potencial gravitacional diferentes.
Diferencas de potencial elétrico sdo normalmente denominadas como V ou 4V e
medidas em volts (V), por isso, potencial também é chamado de voltagem. A
diferenca de potencial através da célula relaciona o potencial entre o interior da
célula e o da solucdo externa. O potencial da solu¢cdo externa convencionou-se
ser zero. Em outras palavras, o potencial de membrana (Ey), € definido como o
potencial dentro da célula menos o potencial fora da célula.

Diferencas de potencial entre dois pontos separados por um isolante sao
maiores do que as diferencas entre esses pontos separados por um condutor.
Assim, a membrana lipidica, que € um bom isolante, tem uma diferenca de
potencial através dela. Essa diferenca de potencial (potencial transmembrana) é
menor do que 0.1V, normalmente fica em torno de 30 a 90mV em células animais.
As solucdes ricas em sais do citoplasma e do sangue sao condutores bastante

eficientes, e, portanto no equilibrio, normalmente h& apenas diferencas de
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potencial muito pequenas (raramente mais de poucos milivolts) entre quaisquer
dois pontos dentro do citoplasma de uma célula ou dentro da solucéo extracelular.

Equipamentos eletrofisiologicos possibilitam que sejam medidas diferencas
de potencial (voltagem) em sistemas biolégicos. Potenciais de membrana podem
ser medidos com microeletrodos de vidro, que sdo feitos de tubos capilares
estirados para terem uma ponta muita fina e preenchidos com uma solucéo salina
concentrada. Esse microeletrodo é conectado por um fio ao amplificador, assim
como, um fio de cloreto de prata também chega ao amplificador. Essa
combinacdo de microeletrodo, fio de cloreto de prata e amplificador é uma
ferramenta muito sensivel para medir potenciais na regiao externa imediatamente
adjacente a ponta do microeletrodo. Na pratica, o amplificador é zerado com o fio
de cloreto de prata e o microeletrodo fora da célula, ambos na mesma solugcéo do
banho, e entdo o microeletrodo é direcionado até que subitamente penetra
através da membrana plasmatica. Imediatamente o amplificador relata uma
mudanca negativa no potencial medido. Esse € o potencial de repouso da célula.
Valores tipicos ficam entre —40 e —100mV (Hille.,1992).

Equipamentos eletrofisiologicos também podem medir corrente, que é o
fluxo de cargas elétricas passando por um ponto por unidade de tempo. Corrente
() é medida em amperes (A). Normalmente as correntes medidas por
equipamentos eletrofisiolégicos variam entre picoampeéres (pA) e microamperes
(uA). Correntes fluem através de resistores e condutores. Os dois termos de fato
sao complementares, o primeiro indica as barreiras ao fluxo de corrente e o
segundo indica os caminhos para a corrente. Em termos quantitativos a

resisténcia R (unidade: ohms (QQ)) é o inverso da condutancia G (unidade:
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siemens (S)). Condutancias lado a lado, ou seja, em paralelo, se somam
(Sherman-Gold., 1993).

Para eletrofisiologia, talvez a lei da eletricidade mais importante € a lei de
Ohm que diz que a corrente (I) € igual ao produto da diferenca de voltagem
atraves do condutor (AV) e da condutancia (G).

| =AV X G ouem termos de resisténcia:

| = AVIR

Alternativamente, a diferenca de potencial (AV) entre dois pontos ligados
por uma resisténcia R e uma corrente | €:

AV =1 xR ouem termos de condutancia:

AV =1/G
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[I. OBJETIVOS

O estudo da transmissdo de sinal procura essencialmente explicar o
comportamento celular elucidando os eventos moleculares pelos quais sinais
extracelulares promovem uma resposta intracelular. Ndo ha duvidas de que a
transmissdo efetiva e bem regulada desses sinais é crucial para o
comportamento celular normal.

O nosso trabalho teve como objetivo geral, investigar a acdo da
testosterona em células de Sertoli de ratos imaturos avaliando o envolvimento dos
canais de K arp € 0 conseqiiente efeito nos canais de Ca**, através da técnica de
registro intracelular. Para tanto, foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos:

[EEN
1

Verificar o efeito da testosterona ligada a albumina (T-BSA) para

verificar se o efeito da testosterona € exclusivo de membrana.

2- Comparar o efeito da testosterona com o efeito da glibenclamida e
tolbutamida, sulfoniluréias conhecidas como bloqueadores dos canais
de K* atp

3- Observar o efeito dos polications como LaCl; e espermina sobre o
potencial de membrana

4- Verificar o efeito do quelante de Ca**, EGTA sobre o potencial de

membrana. E se a testosterona produz seu efeito na presenca do

quelante.
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5- Observar o envolvimento da PCL na acao da testosterona utilizando o
inibidor da PLC o U73122.

6- Observar o envolvimento da proteina-G na resposta da testosterona.
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lIl. MATERIAIS E METODOS

Il. 1 MATERIAIS

1. 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 méaes até o momento do experimento. As maes
eram mantidas com no maximo 8 filhotes em gaiolas individuais onde recebiam
racdo Purina, Nutripal (Porto Alegre -RS) e agua “ad libitum”, com iluminacao
controlada em ciclos de 12horas e a temperatura controlada a aproximadamente

24C.

I1l. 1.2 SOLUCBES

[ll. 1.2.1 TAMPAO KREBS RINGER BICARBONATO (KRB)

Foi utilizado solucdo tampéo Krebs-Ringer bicarbonato (KRb), como meio
de incubacdo em todos os experimentos, preparado imediatamente antes da

realizacdo dos experimentos. Todos os reagentes eram de pureza ‘pro-analise’
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(P.A) da E. Merck (Darmstadt, Alemanha). O preparo da solucéo foi feita a partir

de solucbes estoques conforme tabela I11.1.

Concentragao das Concentragéo Final no KRb
Solucdes Estoque (mM)
(9/L) (M)
NacCl 180,00 3,08 118
CLORETO DE SODIO
KCI 9,20 0,123 4.7
CLORETO DE POTASSIO
KH,PO, FOSFATO DE 4,22 0,031 1,2
POTASSIO MONOBASICO
NaHCO3 54,60 0,65 25
BICARBONATO DE SODIO
MgSQO,4.7H,0 7,64 0,031 1,2
SULFATO DE MAGNESIO
CaCl,.2H,0 9,60 0,065 2,5
CLORETO DE CALCIO
CsH12056 25,00 0,14 55
GLICOSE

TABELA Ill.1 COMPOSICAO SALINA E CONCENTRACOES PRESENTES NAS SOLUCOES ESTOQUE
DE KRB E NA SOLUCAO FINAL.

Para o preparo do KRb, foram misturados volumes iguais de cada solucéo
estoque, acrescentando-se por ultimo o sulfato de magnésio e o cloreto de célcio.
A solucéo era entdo avolumada com agua destilada até o volume desejado, de
modo a obterem-se as concentracfes finais descritas na tabela IlI-1. A solucdo
era entdo gaseificada com carbogénio (0,:CO,, 95:5, v/v), até que se atingisse o
pH de 7,4. A solucdo assim obtida era mantida em gelo durante a preparacdo do

experimento.
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[11. 1.3 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Testosterona, Testosterona BSA, EGTA e espermina foram obtidas da
(Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA). As sulfoniluréias: glibenclamida e
tolbultamida; e os agonistas dos canais de Karp foram adquiridos da (Biochemical
Internacional, Natick, MA, USA. F-12 (HAMO (1:1)) (D-MEM/ F-12) adquiridos da
(Gibco BRL Life technology Rockville MD. USA). A Toxina Pertussis foi adquirida
da (List Biological Laboratories, Inc, Campbell, CA, USA ) e U73122 foi adquirido

da (Biomol Reserch Labs, Inc. Plymont, PAS, USA.

[ll. 2 METODOS

[1l. 2.1 ELETROFISIOLOGIA

1. 2.1.1 PREPARACAO DOS TUBULOS SEMINIFEROS

Os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical. Os testiculos foram
imediatamente removidos por incisdo abdominal e decapsulados. Um dos
testiculos, escolhido aleatériamente, era esticado com duas pincas de maneira a

isolar 4 a 8 tubulos seminiferos. Estes eram presos ao fundo da camara de
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perfusdo com auxilio de uma grade feita de fio ortodéntico. A camara, cujo volume

era de 1 mL, estava preenchida com KRb glicosado (figura IIl.1).

FIGURA Ill.1 CAMARA DE PERFUSAO 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 utilizagé&o. A preparacao foi entdo 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 camara 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 peristéltica (Rainin Instrument Co. Inc. — Dynamax, modelo RP-1). A
preparacao ficava 30 minutos se estabilizando antes do inicio dos registros. Apds
esse periodo, uma célula de Sertoli era empalada com uma micropipeta de vidro,

sob controle visual.
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1. 2.1.2 PREPARACAO DO MICROELETRODO

Para o registro intracelular foram utilizados microeletrodos, feitos a partir de
uma micropipeta de vidro de borosilicato com diametro 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
forca do estiramento foram reguladas independentemente, até serem alcancados
0S parametros ideais para viabilizar o empalamento das células de Sertoli. A
resisténcia ideal do microeletrédio para o empalamento de células de Sertoli é de
15 a 25 megaohms (MQ) (von Lebedur et al., 2002). A fim de obterem-se
resultados reproduziveis na confec¢cdo 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 cloretado), que
também foi preenchido com o mesmo KCl 3M e fazia contato elétrico com o
eletrodo. O KCI utilizado era filtrado em papel filtro diariamente. O conjunto era
entdo conectado ao eletrémetro. A movimentagcdo mecanica do eletrodio para
aproximacdo das células e empalamento era feita por um micromanipulador
mecanico (Narishige-Japao), capaz de movimentos grossos (macro) e finos

(micro) nos trés eixos.
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O eletrodo de referéncia era mergulhado na camara de perfusdo e
conectado através de um fio ao terminal “terra” do eletrdmetro. Este eletrodo
consistia de um fio de prata cloretado (Ag/AgCl). A cloretacdo era feita
diariamente antes do inicio do experimento, limpando-se o fio de prata com
esponja de aco e entdo o mergulhando em agua sanitaria comercial (hipoclorito
de sédio, hidréxido de sédio, cloreto de sédio e agua) por no minimo 30min. Antes

de mergulha-lo na camara de perfusao, o fio era enxaguado com agua destilada.

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

visualizar somente o potencial de membrana.

1. 2.1.3 EQUIPAMENTO E PROCEDIMENTO ELETROFISIOLOGICO

Os dois eletrodos, de registro e de referéncia, eram conctados 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 tracados observados no
osciloscopio eram armazenados num computador através de uma placa e um

programa de interface (Wavestar Lite Version 1.0.10)
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Além dos elementos de interesse biolégico, o sistema de registro
eletrofisiologico possui resisténcia e capacitancia proprias. Esses elementos
conferem *“ruido” ao sistema e devem ser neutralizados antes do inicio do
experimento através de dispositivos no eletrdmetro. Desta forma, quando ambos
eletrodos estavam em liquido extracelular, ou colocava-se proximo de zero no
eletrodo e no microscopio, nenhuma diferenca de potencial era registrada. No
momento em que o eletrodo de registro penetrava uma célula, um salto abrupto
na direcdo negativa era visualizado no eletrémetro e no oscilosopio, 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 eletrdmetro 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 duracdo (250ms) desses pulsos. O
eletrdmetro apresenta uma resisténcia de 20x10° ohms, que serve para reduzir a

corrente que vai entrar na célula a niveis suportaveis.

Quando uma célula era empalada, se esperava que seu potencial de
membrana e sua resisténcia de membrana permanecessem estaveis por no
minimo 3 minutos, estes eram registrados, e sO entdo 0s 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
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Sertoli de tubulos seminiferos normais (Eusebi et al.,, 1983), e em tubulos
seminiferos Sce (Wasserman et al.,1992).

A resisténcia da membrana foi medida de acordo com Wassermann e
colaboradores (1992). Os esterbides T-BSA e a testosterona assim como,
tolbutamida, espermina, espermina e LaCl; foram aplicados topicamente no
banho com pipeta automatica ap0s a estabilizacdo do potencial de membrana por
aproximadamente 2 minutos. Solugédos de Ca®*" com EGTA e/ou U73122 foram
perfundido nas células por 3 minutos, apos foi aplicado topicamente testosterona
ou LaCls. Os testiculos foram pré-incubados em D-MEM/F-12 com 1 pg/ml de
toxina pertussis por 3 horas antes do registro do potencial de membrana. Este
tratamento foi repetido em diferentes células, e a variagdo do potencial e da
resisténcia da membrana foi registrada.

A testosterona e o U73122 foram diluidas em etanol e adicionado a
preparacdo para obter-se as concentracdes finais desejadas. A solugéao final

continha no méaximo 0,1% de etanol.

I1l. 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 eletrdmetro, cuja resisténcia era de 20x10°Q.



corrente (A- ampere)

V = voltagem (V- volts)

R= resisténcia (Q2- ohms)

LEI DE OHM:

I=VIR =

V=1xR

V = (0,5x107 A) x (20x10° Q)

V=10x103V
V= 10mV
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Assim, o estimulador era regulado para aplicar uma voltagem de 10mV,

que resultava numa corrente de 0,5nA na ponta do eletrodo de vidro.

1. 2.1.5 CALCULO DA RESISTENCIA DA MEMBRANA

Para calcula a resisténcia da membrana (Rm), utilizou-se a lei de Ohm

como segue abaixo:

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

LEI DE OHM:

I=VIR =

R=V/I

Resisténcia da membrana = Voltagem registrada no osciloscopio /

pulso de Corrente aplicado.
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A voltagem registrada no oscilosépio 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.

I1l. 2.3 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi utilizado o Teste-T pareado ou ANOVA
seguido do pds-teste, 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 estdo citados nos resultados. As

diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.
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IV. RESULTADOS

IV.1 PARAMETROS ELETROFISIOLOGICOS BASAIS DAS CELULAS DE SERTOLI DE

TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

Com o objetivo de obter medidas dos potenciais intracelulares, os tubulos
seminiferos foram diretamente observados ao microscépio invertido, empaladas com
um microeletrodo de registro conforme descrito no método experimental, e o
potencial de repouso (Em) visualizado na tela do osciloscépio e no eletrdmetro. A
tabela IV.1 mostra a média dos potenciais de repouso para 136 células empaladas.

A fim de determinar os valores das resisténcias para cada célula pulsos de
corrente de 0.5nA, 0.5Hz e 250ms de duragdo foram aplicados pelo estimulador de
pulso quadrado. Através da aplicacdo da Lei de Ohm as resisténcias foram
calculadas, a meédia obtida estd na tabela IV.I e uma célula modelo esta

representada na figura IV.1.

Média + EP  n° de células empaladas

Em(mV) -47.2+0.8 136
R (MQ) 12.7+1.3 136

TABELA V.1 POTENCIAL DE REPOUSO (Em) E RESISTENCIA ELETRICA (R) DAS CELULAS DE
SERTOLI.
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FIGURA IV.1 REGISTRO ELETROFISIOLOGICO DE UMA CELULA DE SERTOLI DE TUBULOS
SEMINIFEROS DE TESTICULO DE RATO IMATURO. COMPORTAMENTO DE UMA CELULA DE SERTOLI
COM EM= - 48MV EM CONDIGOES BASAIS E PULSOS DE CORRENTE HIPERPOLARIZANTE (0.5NA,

0.5Hz, 250Ms DURAGAO). FLUXO DA SOLUGAO = 1ML/MIN.
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IV.2 EFEITO DO KRB NO POTENCIAL DE REPOUSO DE CELULAS DE SERTOLI DE

TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

Antes da realizacdo dos experimentos, KRb foi adicionado as preparacdes
como controle. Constatou-se que nenhuma modificacdo foi produzida nos
parametros elétricos basais das células de Sertoli. Resposta tipica da aplicacdo
tépica de KRb em uma célula de Sertoli (Fig.IV.2). O etanol utilizado na diluicdo de
maior concentracdo de testosterona ndo produziu efeito sobre o potencial de

membrana (Leite et al., 1999).

KRb

o
-so —TmEIIE——T

my

15 seg

FIGURA IV.2 EFEITO DA APLICAGAO DE KRB NO POTENCIAL DE REPOUSO DA CELULA DE SERTOLI.
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V.3 EFEITO DA TESTOSTERONA-BSA NO POTENCIAL DE REPOUSO DE CELULAS DE

SERTOLI DE TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

A aplicacdo topica da testosterona ligada a Albumina Serica Bovina
(BSA) produziu uma despolarizacdo no potencial de membrana, com menor
intensidade que a despolarizacdo ocorrida com a aplicacdo da testosterona

livre, ver(Fig. 1.6) na introducéo e as (Fig. IV.3A e B).

TBSA 25 sec

1Lt ML

kL)
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Bl !

s
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FIGURA V.3 RESPOSTA TIPICA DA APLICACAO DA T-BSA 10uM DE T(A). AGAO DA T-BSA SOBRE
O POTENCIAL DE REPOUSO. PM = -46.3% 0.7, APOS 30 SEGUNDOS DA APLICAGAO DE T-BSA = -
44.4 +0.8; APOS 300 SEGUNDOS = -42.4 + 1.2(B). (N=10). FOI FEITO TESTE-T PAREADO E

COMPARADO COM OS VALORES DE REPOUSO.* A DIFERENGA FOI SIGNIFICATIVA (P< 0.05).
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IV.4 EFEITO COMPARATIVO DA APLICACAO DE GLIBENCLAMIDA, TOLBUTAMIDA E
TESTOSTERONA NO POTENCIAL DE REPOUSO E DA RESISTENCIA NOS TUBULOS SEMINIFEROS

DE TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

O efeito despolarizante da testosterona e glibenclamida, foi também
observado com a tolbutamida (Fig. IV.4A). Este efeito foi associado com o

aumento da resisténcia da membrana (Fig. 1V.4B).
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FIGURA V.4 EFEITO DA APLICACAO DE TOLBUTAMIDA (10uM), DE GLIBENCLAMIDA (10uM) E DE
TESTOSTERONA (0,25uM), SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DA CELULA DE SERTOLI (A).
EFEITO DAS MESMAS SUBSTANCIAS NA RESISTENCIA DA MEMBRANA (B). (MEANSESEM,N=6). FOI
FEITO TESTE-T PAREADO E COMPARADO COM OS VALORES DE REPOUSO * A DIFERENGA FOI
SIGNIFICATIVA (P<0.05).
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IV.5 EFEITO DA ESPERMINA NO POTENCIAL DE REPOUSO E NA RESISTENCIA DA
MEMBRANA DE CELULAS DE SERTOLI DE TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS

IMATUROS

A aplicacdo topica sobre o potencial de membrana de células de Sertoli de
rato de 15 dias na presenca da espemina produziu uma despolarizagcao significante
nos 30 segundos (Fig. IV.5A) e um aumento na resisténcia da membrana (Fig.

IV.5B).
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FIGURA IV.5 EFEITO DA APLICAGAO DE 1MM DE ESPERMINA SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA
EM CELULAS DE SERTOLI (A). EFEITO DA ESPERMINA SOBRE A RESISTENCIA DA MEMBRANA (B).
RESULTADOS ANALIZADOS EM TEST-T PAREADO E COMPARADO COM O GRUPO CONTROLE. *A

DIFERENGA FOI SIGNIFICATIVA (P<0.05). (MEANS +SEM, N=4)
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IV.6 EFEITO DO EGTA NO POTENCIAL DE REPOUSO E NA RESISTENCIA DA
MEMBRANA DE CELULAS DE SERTOLI DE TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS

IMATUROS

Na auséncia, no meio extracelular, do fon Ca?* o quelante EGTA na perfuséo
produziu uma hiperpolarizacéo no potencial de membrana (Fig. IV.6A) com reducao
da resisténcia da membrana (Fig. IV.6B). A aplicacdo tépica do LaCl; reverteu o

efeito do EGTA despolarizando o potencial de membrana (Fig. IV.6C).
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FIGURA IV.6 EFEITO HIPERPOLARIZANTE NA MEMBRANA PRODUZIDO PELO EGTA (500uM) EM UMA
CELULA DE SERTOLI DE —47MV (A). EFEITO DO EGTA NA RESISTENCIA DA MEMBRANA (B). EFEITO
DA APLICACAO TOPICA DE LACL3 (100uM), EM CELULAS DE SERTOLI PRE-TRATADA COM EGTA
(C). Os DADOS FORAM AVALIADOS UTILIZANDO TEST-T PAREADO SENDO SIGNIFICATIVO QUANDO
COMPARADO COM O EGTA *(P<0,05), E QUANDO COMPARADO COM O REPOUSO #(P<0,05). ESTE
TESTE FOI SEGUIDO PELA ANALISE ANOVA SEGUIDA DE TESTE DE BONFERRONI. (MEANS +SEM,
N=6).



62

IV.7 EFEITO DA APLICACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE TESTOSTERONA
SOBRE A HIPERPOLARIZACAO PRODUZIDA PELO EGTA NO POTENCIAL DE REPOUSO DE

CELULAS DE SERTOLI DE TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

A aplicacdo da testosterona na concentracao fisiologica intratesticular de 0,3
uM reverteu a hiperpolarizacdo produzida pelo EGTA, produzindo uma pequena

despolarizagéo nas diferentes concentracdes testadas.
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FIGURA IV.7 EFEITO DAS DOSES DE TESTOSTERONA (0,3uM, 1uM, 10uM) SOBRE A
HIPERPOLARIZAGAO PRODUZIDA PELO EGTA. OS RESULTADOS FORAM AVALIADOS EM TEST-T
PAREADO E COMPARADO COM OS GRUPOS COM TESTOSTERONA ATRAVES DA ANALISE VIA ANOVA

SEGUIDO DE TESTE DE BONFERRONI. * SIGUINIFICATIVA (P<0.05). (MEANS £SEM, N=6).
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IV.8 EFEITO DO U73122 NA ACAO DA TESTOSTERONA NO POTENCIAL DE MEMBRANA

DE CELULAS DE SERTOLI DE TUBULOS SEMINIFEROS DE TESTICULOS DE RATOS IMATUROS

A acdo O U73122 exerceu efeito inibitério sobre a despolarizagdo produzida
pela testosterona (Fig. IV.8 A) e sobre a variagao da resisténcia da membrana de
células de Sertoli (Fig. IV.8B) A acao da testosterona de reverter a hiperpolarizacao
produzida pelo EGTA (Fig. IV.7) também foi anula pela presenca do inibidor da PLC,

0 U73122 na perfuséo (Fig. IV.8C).
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FIGURA V.8 EFEITO DO U73122 (2uM) SOBRE A AGAO DA TESTOSTERONA (10uM) NO
POTENCIAL DE MEMBRANA (A), NA RESISTENCIA DA MEMBRANA (B), E EM CELULAS PRE-TRATADAS
coM EGTA (C). OS VALORES FORAM AVALIADOS EM TEST-T PAREADO E COMPARADO COM OS

VALORES DE REPOUSO. *CONSIDERADOS SIGNIFICATIVOS (P<0.05)(B) (MEANS +SEM, N=5).
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V. DISCUSSAO

A funcéo primordial da célula de Sertoli é criar um ambiente apropriado para
o desenvolvimento das células germinativas. Para desempenhar sua funcéo, esta
célula esta sob o comando de varios hormonios, fatores de crescimento, vitaminas
e proteinas, elas mantém uma sinalizacdo neuro-endocrina e uma inter-relacéo
muito estreita com as células de Leydig, as peritubulares e as germinativas
(Skiner.,1991). Para que os efeitos moleculares e celulares da estimulacdo de
hormoénios e outras substéncias sejam esclarecidos, é importante definir os
mecanismos de sinalizacdo através dos quais eles atuam e interagem.

O objetivo principal deste trabalho foi estudar a acdo da testosterona sob o
potencial de membrana, em células de Sertoli de ratos imaturos avaliando o
envolvimento dos canais de K'atp € a possivel via de ativacéo ligada a fosfolipase
C (PCL) através da técnica de registro intracelular. Para tanto foram utilizados
tubulos seminiferos de testiculos inteiros, e foi observado o registro elétrico
intracelular, que se vale dos gradientes ibnicos e elétricos, através da superficie

da membrana, para estudar as variagdes provocadas pelo hormoénio sobre o

potencial de repouso e a resisténcia da célula.

Com a utilizacdo da técnica de registro intracelular foram obtidos alguns

dados eletrofisiol6gicos basicos para as células de Sertoli. Observamos, com o
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empalamento de 136 células, um potencial de membrana com média de -47.2+ 0.8
mV (n=136).

A determinacdo dos valores de resisténcia celular € importante pois
representa uma maneira adicional de verificar os efeitos de hormoénios no
movimento de ions através de seus canais. O método de estudo usual consiste
em determinar a resisténcia basal da célula empalada e entdo medir a resisténcia
da mesma célula apdés a aplicacdo de alguma substéncia. Dessa forma,
verificamos se a substancia adicionada evocava um aumento ou redugdo na
resisténcia basal. A resisténcia basal da membrana encontrada em 136 células
empaladas foi de 12.7 + 1.3 MQ (n=136).

Os valores de resisténcia basal encontrados no presente trabalho em
tubulos normais sdo mais baixos que o0s encontrados em tubulos SCE
(Wassermann et al.,1992; Loss et al.,1998). Resultados semelhantes foram
encontrados por Eusebi e colaboradores (1983). Essa resisténcia baixa é uma
evidéncia do acoplamento elétrico existente entre as células de Sertoli no tabulo
seminifero, e o fato dela ser menor em tubulos normais do que SCE, é uma
indicagdo de que exista também o acoplamento elétrico entre células de Sertoli e
células germinativas (Eusebi et al.,1983). Por este motivo usamos tubulos
seminiferos inteiros no presente trabalho, num esfor¢o de preservar as juncées do
tipo “gap” das células de Sertoli imaturas. Desta forma, o meio ambiente das
células nos tubulos foi mantido o mais proximo possivel de sua integridade

funcional.
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Com a finalijJdade de descartar qualquer artefato ou interferéncia devidos a
utilizacdo dos equipamentos eletrofisioldgicos, antes de adicdo do horménio e dos
agonistas e antagonistas, um registro basal era obtido. Para certificarmo-nos que
o efeito constatado pelo uso de determinada substancia era inerente a mesma,
antes de cada experimento KRb era adicionado a preparacdo como controle.
Observava-se apenas uma interferéncia no sinal devido a presenca da méao do

experimentador dentro da gaiola de Faraday durante a aplicacéo (Fig. IV.1).

Yamada (1979) observou, em ratos adultos que aplicacdes eletroforéticas
de testosterona em neur6nios individuais no hipotalamo anterior e no nucleo
septal, resultaram em um aumento da freqiéncia de disparos com uma laténcia na
resposta de 2-30 segundos. Os resultados de Koenig e colaboradores (1989),
demonstraram que concentracdes fisioldgicas de testosterona (1-10nM) estimulam
o transporte de aminoé&cidos, exocitose e o transporte de hexose em cortex renal
de ratos. Esta acdo rapida representa uma resposta especifica e direta da
testosterona na superficie das células. Usando aplicagcbes microiontoforéticas,
Orsini e colaboradores (1985) observaram, que a testosterona aumenta, dentro de
segundos, a frequéncia de pulsos de mais da metade dos neurbnios testados no
hipotalamo lateral de rato. Koenig e colaboradores (1989) demonstraram que em
miocitos cardiacos, concentrages nanomolares de testosterona induzem, em
menos de minutos a atividade da ornitina descarboxilase (ODC) e o aumento da
concentracdo de poliaminas (espermina e espermidina), assim como, em 30-60

segundos, a estimulacdo do fluxo de Ca?** e de transporte na membrana
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dependente Ca?* (exocitoses, transporte de amino acido e hexoses). Lieberherr e
Grosse (1994) demonstraram que, em osteoblastos de ratos, a testosterona
aumenta o célcio intracelular em 5 segundos via influxo de Ca®" através de canais
de célcio dependentes de voltagem (CCDV) e via Ca** mobilizado do reticulo
endoplasmatico . Os resultados de Benten e colaboradores (1999), em células-T
de camundongos, nas quais nao foi demonstrada a presenca do receptor funcional
de andrégenos classico, forneceram evidéncias experimentais para a presenca de
locais de ‘binding’ de receptores funcionais de testosterona ligados funcionalmente
a canais de Ca®’* na membrana plasmatica. Recentemente, Kampa e
colaboradores (2003) reportaram a existéncia de receptores de membrana para
testosterona em células de cancer da préstata humana (LNCaP). A ativacao
desses receptores resulta em uma reorganizacédo do citoesqueleto e aumenta a
secrec¢do do antigeno especifico prostéatico (PSA).

Benten e colaboradores (1999) descreveram, a presenca de receptores
para testosterona na membrana das células-T. Sitios de ligacdo para testosterona
foram localizados na membrana plasmética das células-T intactas usando a
testosterona-BSA. Papakonstanti e colaboradores (2003) analisaram a fosforilagao
e a ativacdo da quinase de adesdo focal (FAK), ap6s uma incubacdo de 10
minutos das células com testosterona-BSA, a testosterona-BSA induziu a um
aumento significante na fosforilacdo da FAK, associacdo e ativacdo da FAK com
PI-3 quinase. Estrada e colaboradores (2003) descreveram que em células do
musculo esquelético a testosterona ou nandrolona produziram em menos (<1min)
um aumento de Ca®" intracelular. O aumento do Ca** também foi induzido por T-

BSA em miotubulos e esta resposta foi similar a obtida com o hormdnio livre,
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sugerindo que o aumento do Ca*" intracelular e um caminho comum para a acao
dos androgénios nas células do musculo esquelético e que o IP3 esta envolvido na
liberacdo do célcio intracelular induzido por androgénios.

Gorczinska e Handelsman (1995), observaram que a testosterona e seu
metabolito dihidrotestosterona aumentavam rapidamente a concentracéao de calcio
intracelular em células de Sertoli isoladas de ratos com idade entre 17 e 20 dias,
eles sugeriram que a testosterona pode exercer seus efeitos através da
membrana plasmatica implicando em um efeito ndo genémico, agudo e de curta
duracdo. Lyng e colaboradores (2000); demonstraram que células de Sertoli de
fragmentos tubulares de cultura de ratos de 20 dias de idade, respondem para
testosterona exdgena, seu analogo R1881, e dihidrotestosterona com um aumento
rapido de célcio intracelular (20-30 segundos). von Lebedur e colaboradores
(2002), descreveram que a testosterona em doses entre 0,1 a 10uM tem efeito
despolarizante nas células de Sertoli em ratos imaturos em menos de 10
segundos e causa aumento da resisténcia destas células. Estas acfGes foram
imediatamente e estatisticamente significativa em 30 segundos sendo que o efeito
da testosterona no potencial e na resisténcia da membrana foi mais evidente aos 5
minutos; e que apés a lavagem com KRb, estes retornaram para valores proximo
ao do repouso (Fig. 1.6).

Para investigarmos se a acdo da testosterona era exclusiva ha membrana
de células de Sertoli. N0s analisamos a acdo da testosterona-BSA (10uM) na
membrana plasmatica das células. Observamos que ocorreu uma despolarizacéo

no potencial de membrana , j& em 30 segundos. O potencial de repouso da célula
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no estado estavel se encontrava em —-46.3 + 0.7; apés a aplicacdo da
testosterona-BSA nés registramos um potencial de membrana de —44.4 + 0.8; e
apos os 300 segundos registramos um potencial de membrana de —42.4 + 1.2.
Estes dados se confirmaram em um n=10 e a diferenca foi significante p<0.05. A
testosterona-BSA € impermeavel a membrana plasmatica. Neste trabalho, foi
observado uma menor intensidade da despolarizacdo produzida pela T-BSA se
comparada com a testosterona livre (ver figura 1.6). Estes resultados indicam a
localizac&o deste efeito na membrana da célula.

A testosterona € sintetizada e secretada pelas células intersticial
testiculares (células de Leydig) sob a acéao estimulatéria do hormonio luteinizante
(LH). Pela proximidade desta células com as células de Sertoli nos tubulos
seminiferos sugere-se que ha uma relacdo paracrina entre elas (Hakola et al,
1998). Bartke e Dalterio (1975) reportam que, em testiculos de roedores a
secrecdo episddica da testosterona € entremeada com periodos de atividade
esterogénica minima. Coquelin e Desjardins (1982) demonstraram, que em
camundongos o LH e a testosterona séo liberadas na circulacdo em pulsos.

Estes dados apontam para presenca de concentracdes muito altas de
testosterona na porcdo basal das células de Sertoli depois da secrecdo do
hormdnio. Awoniyi e colaboradores (1989); encontrou valores entre de 0.2-0.3uM
de testosterona em testiculos de ratos. Maddocks e colaboradores (1993)

encontrou 0.3uM de testosterona no sangue venoso testicular de ratos e Turner e

colaboradores (1984); reportou valores entre 2-0.25uM de testosterona em ratos e
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Jarow e colaboradores (2001); encontrou valores de 2.0uM no fluido testicular
aspirado em humanos.

Os niveis de testosterona encontrados dentro dos testiculos sdo muito mais
altos que os niveis plasmaticos (Awoniyi et al., 1989). A maioria dos efeitos de
andrégenos sdo mediados pelo seu receptor nuclear, ja bem caracterizado. Niveis
de testosterona ao redor de 1nM, sao suficientes para estimular o receptor nuclear
de andrégenos, o que torna dificil o entendimento de como esses receptores
podem responder a niveis mais altos de androgenos quando eles ja estédo
saturados. Um sistema alternativo de percep¢do de variacdes dos niveis de
andrégenos acima do nivel de saturacdo dos receptores nucleares poderia estar
atuando em conjunto com 0s mesmos. Sugere-se que, além dos ja descritos
receptores nucleares de esterbides, haja receptores localizados na membrana

plasmatica.

A partir dos dados obtidos com a testosterona-BSA, decidiu-se investigar o
envolvimento dos canais K'atp Nna membrana de células de Sertoli.

Os canais de K" dependentes de ATP sio, essencialmente, independentes
de voltagem e Ca**, séo seletivos ao K* A principal caracteristica dos canais K*arp
€ gue sao inibidos por concentracdes fisiologicas de ATP (10-100uM) e abrem
guando diminui as concentracdes de ATP. Esses canais foram primeiro descritos
por Noma (1983) e apresentam caracteristicas semelhantes em células-f do

pancreas, no musculo esquelético liso e em algumas regides do SNC (Edwards e
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Weston.,1993). Miki e colaboradores (1999), descreveram que em células-B do
pancreas o aumento da glicose produz o aumento da relacdo ATP/ADP
provocando o fechamento dos canais de K*, e esse fechamento produz uma
despolarizacdo da membrana das células-p, o que leva a abertura de canais de
célcio dependentes de voltagem, permitindo a entrada de Ca®*". Esse aumento da
concentracdo intracelular de Ca** dispara a exocitose dos granulos de insulina

(Dunne e Peterson.,1991), (Fig. V.1)
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FIGURA V.1 MECANISMO DE REGULAGAO DOS CANAIS DE K'atp NAS CELULAS-B DO
PANCREAS. (DENNE E PERTENSON., 1991).

Os canais de K* de retificacéo interna (K") séo uma superfamilia de proteinas
que também sdo expressadas em varios tecidos, incluindo testiculos, e séo
responsaveis por diversos processos fisioldgicos (Schulze et al., 2003; Aguilar-

Bnryan et al., 1995; Ashcroft.,1988).
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O membro da familia Kir 6.x € o canal K'atp, que é caracterizado por um sinal
de K* de fraca retificacdo e que estabiliza a membrana préximo do potencial de
equilibrio do potassio (Baukrowitz e Fakler., 2000). Este canal produz alteracdes
no potencial de membrana, esta acoplado ao estado metabdlico da célula e
medeia processos de sinalizacdo celular.

Canais de K'atrp podem ser ativados por diazoxida ou inibidos por
sulfuniluréias, como glibenglamida e tolbutamida (Bryan e Aguilar-Bryan., 1997).

Associado a estrutura do canal existem subunidades receptoras as
sulfoniluréias (SUR), que sao constituintes do canal que € a estrutura retificadora
de influxo (Kir) do canal de potassio ( Ki 6.1 ou K 6.2) (Fig. V.2). As sulfuniluréias
ligam-se a sitios especificos ao SUR provocando inibicdo do canal. A diazoxida,
também ao se ligar ao SUR, provoca abertura do canal ibnico (Bryan e Aguilar-
Bryan., 1997 e Baukrowitz e Fakler.,2000). O efeito das sulfuniluréias mimetiza o
efeito do aumento de glicose em células B do pancreas, aumentando a liberacéo
de insulina, enquanto que a diazoxida produz hiperpolarizacdo da membrana,
sendo ambos efeitos através do controle da abertura sobre os canais de K'atp

(Fig. V.2).
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FIGURA V.2 MODELO ESQUEMATICO DA ARQUITETURA MOLECULAR DOS CANAIS DOS K*atp |
MODELO TiPICO DO K 6.X E SUR. (BAUKROWITZ E FALKER.,2000).

Em células de Sertoli a superfusdo dos tubulos com diazoxida em doses

250 e 400uM causa uma hiperpolarizacdo do potencial de membrana (Fig. V.3).
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FIGURA V.3 EFEITO DA AGAO DA DIAXOZIDA NO POTENCIAL DE CELULAS DE SERTOLI (VON
LEBEDUR ET AL., 2002)

A abertura de canais de K* provocada pela diazoxida, leva & uma saida
deste ion da célula direcionada pelo seu gradiente eletroquimico através da
membrana. O interior da célula torna-se mais negativo, o que resulta em uma

hiperpolarizagédo da membrana (von Ledebur et al., 2002).
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A glibenclamida provoca uma despolarizacdo da membrana e aumenta sua
resisténcia depois de uma laténcia de 1 minuto na membrana de células de Sertoli
de tubulos seminiferos de ratos (von Lebedur et al.,2002).

Da mesma forma que a glibenclamida a tolbutamida € uma sulfuniluréia e um
potente inibidor dos canais de K*atp, Sendo usado no tratamento de pacientes com
diabetes. A inibicdo dos canais pela droga despolariza a membrana e aumenta a
concentracéo citoplasmatica de Ca®* como conseqiiéncia da ativacdo dos VDCC,
aumentando a secrecao de insulina (Kakei.,2003).

Tanto a glibenclamida (10uM) como a tolbutamida (10uM) e a testosterona
(0,25uM) tiveram efeito despolarizante sobre a membrana das células de Sertoli
(figura IV.4A) e este efeito foi associado com um aumento da resisténcia da
membrana. (Figura IV-4B). Esta acdo homologa da resposta eletrofisiologica da
testosterona com as sulfuniluréias nas células de Sertoli, sugere um possivel
envolvimento dos canais de K'atp na resposta da testosterona sugerido por von
Lebedur e colaboradores (2002).

Baseados na semelhanca dos efeitos observados podemos propor que, de
maneira analoga a glibenclamida em células-p, a testosterona fecha os canais de
K'atp Nas células de Sertoli, este fechamento provoca a despolarizacdo da
membrana, com a conseqiiente abertura dos canais de Ca®** e aumento do Ca*

intracelular.
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Os canais de K'atp S0 também modulados por fosfolipidios como o PIP; e
PIP; (Kakei., 2003; Baukrowitz et al.,1998, Baukrowitz e Falker 2000; Fan e
Makielski., 1997., Hilgemann.,1996). Este efeito representa um mecanismo de
controle da excitabilidade da membrana celular através de fosfolipidios, que em
sua presenga atuam abrindo os canais Kig. (Shyng e Nichols., 1998).

O PIP; é um constituinte da membrana presente em pequenas quantidades,
mas ele € o substrato chave para fosfolipase C (PLC) que hidroliza PIP, em DAG
e IP3.( Gosh et al., 1997). Os niveis de PIP, na membrana podem determinar a
atividade basal dos canais, sugerindo que a atividade dos canais pode ser
modulada por uma via que envolve receptor acoplado a proteina-G, estimulacao
do fosfatidilinositol pela fosfolipase C (PLC) o que provoca deplecdo do PIP;
membrana (Kakei.,2003). Assim, os canais de K'atp além de promoverem uma
interface entre as cargas metabdlicas e a excitacdo elétrica, transmitem
rapidamente sinais extracelulares, através de receptores acoplados a protéina-G
pelo caminho PI-PLC via metabolismo do PIP; (Kakei.,2003). A Ativagdo da PLC
mediada por receptores resulta na inibicdo das correntes mediada por canais de
K'atp. Estes efeitos representam um mecanismo de controle da excitabilidade da
membrana celular através de fosfolipidios.

Experimentos bioquimicos e eletrofisiolégicos indicam que PIP, interage
com residuos na terminacdo-C do canal K;; 6.2 (Baukrowitz e Falker.,2000; Fan e
Makielski.,1997). Estas interacdes parecem ser eletrostaticas e o numero de
cargas negativas do inositol é critico para o efeito do fosfolipidio na inibicdo do

canal de K'atp (Baukrowitz e Falker.,2000; Baukrowitz et al., 1998).
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Em nossos experimentos, analisamos a acao da testosterona na membrana
da célula de Sertoli na presenca do inibidor do PLC U73122 (Fig. IV.9).
Observamos que a despolarizacéo caracteristica que ocorre com a aplicacao da
testosterona na membrana de células de Sertoli foi anulada na presenca do
inibidor da PLC. O bloqueio da hidrolise do PIP, preservou as cargas do PIP; na

membrana e consequentemente impediu o efeito da testosterona.

A espermina € uma poliamina, esta poliamina aumenta o bloqueio dos
canais de acordo com sua carga: espermina (spm*") > espermidina (spd®") >
putrescina (puc®’). Deste modo, espermina bloqueia o canal de K'arp em
concentracfes nanomolares para potenciais de membrana positivas no equilibrio
do potassio (EK) (Doupnik et al., 1995). Foi verificada a acdo da espermina na
membrana de células de Sertoli , e foi observado que, a aplicacdo de espermina
(ImM) provocou a despolarizacdo da membrana em 30 segundos (Fig. IV.6A) e 0
aumento da resisténcia da membrana, (Fig. IV.6B), esta acdo foi similar a
testosterona.

Foi utilizado o quelante de calcio EGTA (0.5mM), em perfusdo no banho,
para reduzir as cargas positivas do Ca?* na membrana, e foi observado que
ocorreu uma hiperpolarizacdo do potencial de membrana das células de Sertoli
(Fig. IV.6) com reducdo do resisténcia da membrana. Com aplicacao topica de
LaCls (100um), o efeito do EGTA foi revertido com despolarizacdo da membrana,

indicando que as cargas foram neutralizadas (Fig. IV.7).
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Quando foi aplicada topicamente a testosterona na concentragao fisiologica
intratesticular de 0,3uM, esta reverteu o0 efeito produzido pelo EGTA
(hiperpolarizagdo), produzindo uma despolarizacdo da membrana (Fig. IV.7).
Estes resultados estdo de acordo com as interacdes eletrostaticas que regulam os
canais de K'arp (Deutsch et al., 1994). A acdo da testosterona no potencial da
membrana e na resisténcia das células de Sertoli foi eliminada com a perfusdo no
banho do inibidor da PCL o U73122 (Fig. IV.9). Estes resultados indicam que a
acao da testosterona resulta da sua influéncia no caminho PLC-PIP,.

Os resultados da acéo da testosterona na membrana da célula de Sertoli
sao similares aos reportados por Lieberherr e Grosse (1994) em osteoblastos de
ratos, com os resultados de Benten e colaboradores (1999) em macrofagos e os
de Estrada e colaboradores (2003) em miotubulos. Nestas células a acdo da
testosterona é relatada ser via GPCR-PLC-PIP,. Finalmente, PIP, e Ca®" podem
ter efeitos opostos na estabilidade do citoesqueleto facilitando a reestruturacao
das “junctions” aderentes entre as diferentes células do epitélio seminifero, assim
capacitando a extrema mobilidade destas células e a metamorfose continua das

células germinativas (Loss et al., 2004).
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VI. CONCLUSOES

As caracteristicas elétricas basais das células de Sertoli empaladas dos
tubulos seminiferos isolados de ratos entre 14 e 16 dias de idade foram: potencial
de membrana = -47.2+ 0.8 mV (n=136); e resisténcia da membrana = 12.7 + 1.3

MQ (n=136).

1. A administracao topica da testosterona ligada a albumina bovina serica (T-BSA)
(10uM de testosterona) produziu uma despolarizacdo de membrana ( Pm =-46.3 +
0.7 mV; apo6s 30 segundos da aplicacdo da T-BSA = - 44.4 + 0.8 mV; apos 300
segundos - 42.4 + 1.2 mV (n=10) a diferenca foi significante, demonstrando uma

acao da testosterona na membrana das células de Sertoli.

2. O efeito da testosterona (0,25uM) na membrana foi similar ao da Glibenclamida
(10uM),que blogueia canais de K'atp. e foi também observado com a sulfoniluréia
tolbutamida (10uM). Este efeito foi associado com um aumento da resisténcia da

membrana.

3. A espermina (1mM) neutralizou as cargas anionicas, despolarizando a
membrana em 30 segundos e aumentando sua resisténcia, acao similar a

testosterona
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4. O EGTA (500uM), ao retirar os fons Ca*? do meio, liberou as cargas anionicas e

produziu uma hiperpolarizagdo na membrana, e reduziu a sua resisténcia.

5. O efeito do EGTA foi revertido quando se aplicou LaCl; (100uM), que

neutralizou as cargas, e despolarizou a membrana.

6. A aplicacao da testosterona na concentracdo fisioldgica intratesticular de 0,3uM

reverteu o efeito do EGTA, produzindo uma despolarizacéo.

7. A acédo da testosterona no potencial de membrana e na resisténcia da
membrana das células de Sertoli foi anulada na presenca da em perfusdo do inibi

dor da PLC o U73122.
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FIGURA V.4 REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ACAO DA TESTOSTERONA NA
MEMBRANA DE CELULAS DE SERTOLI. ER= RETICULO ENDOPLASMATICO E T=TESTOSTERONA
(WASSERMANN E LOSS, 2004)

A partir destes dados elaboramos um modelo esquematico de como seria a
acao da testosterona na membrana (Fig. V.4). A testosterona provavelmente ativa
um suposto receptor ligado a proteina-G o que provoca a ativacdo da PLC, que
por sua vez hidrolisa PIP, em IP; e DAG. A reducdo do montante de PIP, da

membrana inibe a condutancia do canal devido a diferenca de cargas ionicas. O
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fechamento dos canais de K*atp despolariza a membrana e aumenta o influxo de
Ca®* através dos CCDV. Ao mesmo tempo, IP; libera Ca** do reticulo
endoplasmatico, que por sua vez atua como segundo mensageiro exercendo
multiplos efeitos. PIP, e Ca®* podem agir na estabilidade da rede do citoesqueleto

sob a membrana plasmatica (Wassermann e Loss, 2004).
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Summary

Testosterone at physiological intratesticular concentrations induces a dose-
dependent depolarisation and an increase in input resistance together with an
increment of “°Ca®* uptake in the Sertoli cells from seminiferous tubules of
immature rat. Previous studies have implicated the K'arp channels in these
testosterone actions. This study demonstrates that testosterone and the
sulphonylureas, glibenclamide and tolbutamide, depolarise the membrane potential,
augment the resistance and the **Ca®* uptake in the Sertoli cells of seminiferous
tubules from 10-15 day-old rats. These actions were nullified by the presence of the
K*atp channel opener diazoxide. The depolarisation was also observed with the
impermeant bovine serum albumin-bound testosterone. Testosterone actions were
blocked by both pertussis toxin and the phospholipase C (PLC) inhibitor U73122
implying the involvement of PLC — phosphatidylinositol 4-5 bisphosphate (PIP;)
hydrolysis via G protein in testosterone actions. Polycations, including spermine and
LaCls, depolarised the membrane potential and increased the resistance. The
hyperpolarization caused by EGTA was reversed by LaCls; and by the presence of
testosterone. This last effect was nullified by the presence of U73122. All the above
results indicate that the action of testosterone on the Sertoli cell membrane is
exercised on the K'arp channels through PLC-PIP, hydrolysis that closes the

channel, depolarises the membrane and stimulates “°Ca* uptake.

Key Words: Androgens, Kig channels, testes, sulphonylureas, diazoxide, pertussis

toxin, U73122.



Introduction

The existence of a membrane androgen receptor (MAR) on the surface of cells has
been presumed by various authors based on the detection of specific androgen
binding sites [1]. Testosterone binding sites can be visualised on the surface of
splenic T cells using the ligand testosterone-bovine serum albumin (T-BSA)
conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC). The fluorescence of testosterone-
BSA-FITC colocalized with that of ConA-rhodamine, a marker of the plasma
membrane [2].

The results of Lieberherr and Grosse [3] with osteoblasts from male animals
demonstrated that testosterone (10 pM — 10 nM) increases [Ca®*]; within 5 sec via
Ca®* influx through voltage dependent Ca®** channels (VDCC) and via Ca**
mobilisation from the endoplasmic reticulum as shown by the effect of thapsigargin.
Testosterone also increases inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) and diacylglycerol
(DAG) formation within 10 seconds.

Gorczynska and Handelsman [4] showed that testosterone rapidly increases
intracellular calcium in Sertoli cells from 17-20 day-old rats. Furthermore, they
suggested that testosterone may exert its effects through a membrane-based, short-
term signalling pathway. The existence of an alternative cell surface receptor system
for androgens in immature (prepubertal) rat Sertoli cells has been postulated from
calcium flux measurements. Lyng et al. [5] showed that Sertoli cells from cultured
tubular fragments from 20 day-old rats responded to exogenous testosterone, T-
BSA, dihydrotestosterone and R1881, a synthetic androgen, with a transient fast (20
— 30 sec) increase in intracellular calcium levels.

Testosterone also increases “>Ca** uptake in Sertoli cells isolated from immature rat
testes within 30 seconds [6]. Using Sertoli cell-enriched (SCE) seminiferous tubules
from rats irradiated “in utero” with 1 gray of ®°Co between the 19" and 20™ days of
pregnancy [7] it was found that testosterone induced an immediate (<1 second) and
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transitory depolarisation in the membrane potential of Sertoli cells. With the same
preparation it was shown that the sulphonylurea glibenclamide, an antagonist that
acts on the sulphonylurea receptor (SUR) subunit of the K atp channel, rapidly
stimulates (within 20 seconds) Ca?* uptake through VDCC and induces
electrophysiological changes in the membrane of Sertoli cells, resulting in a
prolonged depolarisation [8, 9] and an increase in the membrane resistance [9].

Von Ledebur et al. [9] demonstrated that the topical administration of intratesticular
physiological concentrations of testosterone (0.1 - 0.25 upM) [10, 11] on
seminiferous tubules from immature rats induced an immediate (<1 second)
depolarisation response in impaled Sertoli cells. This Sertoli cell response to
testosterone was specific, since neither estradiol nor progesterone produced any
effect. Testosterone also increased the membrane resistance of the Sertoli cells in
less than 30 seconds in a dose dependent manner.

Perfusion of the tubules with diazoxide, a K'atp channel opener (acting on the
sulphonylurea receptor (SUR) subunit), caused hyperpolarization of the membrane
potential. Diazoxide also nullified the electrophysiological effect of testosterone [9].
The homologous effect of testosterone and glibenclamide in terms of the
electrophysiological response of Sertoli cells, as well as the suppression of the
testosterone effect with the K'atp agonist diazoxide, points to the involvement of
K*atp channels in the action of the hormone.

K'atp channels have a complex regulation by intracellular nucleotides. K'atp
channels are unique among Kz channels in requiring an ATP binding cassette
(ABC) transporter protein subunit (SUR) in addition to the Kz channel subunit to
reconstitute channel activity [12]. Evidence suggests that the SUR subunit confers
regulation by ADP, K* channel openers (diazoxide, etc.), and pharmacological
agents such as sulphonylureas (glibenclamide, tolbutamide). The sulphonylureas

bind to the SUR and reduce channel open probability by a poorly understood
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mechanism [13]. The inward rectifier Kigr6 subunit forms the ion conducting pore
and binds the ATP that closes the channel [14, 15].

In addition to K atp channel regulation by nucleotide concentration, the channel
activity is also dependent on the concentrations of membrane phospholipids,
including phosphatidyl inositol-4,5-bisphosphate (PIP,) and phosphatidyl inositol-
3,4,5-trisphosphate (PIP3) [15]. Although PIP, is only a minor constituent of
membrane phospholipids, it is the key substrate for phospholipase C (PLC) that
hydrolyses PIP, to DAG and IP3. The levels of PIP, in the membrane may determine
the basal activity of the channels. This suggests that channel activity would be
modulated by the pathway of receptor-coupled GTP-binding protein (G-protein) and
PLC stimulation, which brings about depletion of the membrane PIP, pool. Thus,
K*atp channels not only provide an interface for metabolic changes with electrical
excitation, but also rapidly transmit extracellular signals through a receptor-coupled
G-protein and PLC pathway via PIP, metabolism [15].

The effect of PIPs on ATP inhibition seems to involve an electrostatic mechanism
because the negatively charged phosphate groups at the inositol ring seem to be
critical for the phospholipid effect on ATP inhibition. Highly negatively charged
PIP3; and PIP, are very effective in reducing ATP inhibition, whereas phosphatidyl
inositol-4-phosphate (PIP) is less potent and phosphatidyl inositol (PI) has no effect
[15, 16]. Moreover, polycations such as Ca®*, La®*, polylysine, polyamines, and
neomycin, which are known to bind to phospholipids and neutralise their negative
charges, abolish the effect of PIPs on ATP inhibition [17, 18].

Therefore, taking all these results into consideration, the aim of the present study
was to analyse the involvement of GPCR-PLC-PIP, pathways in the regulation of

K" atp channels by testosterone in the Sertoli cells from immature rat testis.



Materials and Methods

Testosterone, testosterone-BSA, verapamil, EGTA and spermine were purchased
from Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA. The sulphonylureas glibenclamide
and tolbutamide, and the Katp channel agonist, diazoxide, came from Research
Biochemicals International, Natick, MA, USA. Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Nutrient Mixture F-12 (HAM)(1:1) (D-MEM/F-12) came from Gibco BRL (Life
Technology Rockville MD USA). Pertussis toxin was from List Biological
Laboratories, Inc, Campbell, CA, USA and U73122 and U73343 from Biomol
Research Labs, Inc. Plymont Meeting, PA, USA. *Ca®" (specific activity 444
GBqg/g) was from NEN Life Science Products Inc., Boston, MA, USA.

The experimental animals were immature Wistar rats (10-16 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 06:00 to 20:00 h). 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 1ml/minute of
Krebs Ringer bicarbonate (KRb) buffer with glucose (5 mmol/l), at 32°C, pH 7.4,
equilibrated with O,:CO, (5:95; v/v). The intracellular membrane potential (MP)
recording was made according to von Ledebur et al [9]. Square current pulses of 0.5
nA, 0.5 Hz, and 250 ms duration were applied through the intracellular electrode for
membrane resistance (Ro) estimation. The Ry, was measured with a bridge circuit
according to Wassermann et al [7]. T-BSA, testosterone, glibenclamide,
tolbutamide, spermine and LaCl; were applied topically to the bath after stabilisation
of the resting potential for at least 2 minutes. Ethylene Glycol Tetraacetic acid
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(EGTA) and/or U73122 was superfused on the cells for 3 minutes, before topical
application of testosterone or LaCls. Testes were preincubated in D-MEM/F-12 with
or without 1 pg/ml of pertussis toxin during 3 hours before the MP registration.
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.

*Ca?" uptake experiments. Testes from immature rats (10 days old) were removed
and one gonad, alternately left and right, from each rat was used as control with the
contralateral one being used as experimental. The testes (n=5) were weighed,
decapsulated, and pre-incubated for 60 minutes in a Dubnoff metabolic incubator to
equilibrate in KRb buffer with the “*Ca** at 32°C, pH 7.4 and gassed with 02:CO,
(5:95; v/v). The gonads were incubated for 1 minute in KRb with “*Ca®* and with or
without testosterone, and for 2 minutes with spermine and 4 minutes with
glibenclamide or tolbutamide. In some experiments the testes were preincubated for
10 minutes with diazoxide, verapamil or U73122; or 3 hours with medium D-
MEM/F12 containing pertussis toxin. In order to halt the incubation, we used the
technique reported by Batra et al. [19] with modifications. Two ml of cold buffer
with lanthanum chloride (10 mM) at 2°C was added to the samples to stop the
calcium fluxes. The supernatant was preserved and the testes were washed twice
with the cold lanthanum chloride solution. The testes were removed to screw-cap
tubes containing 1 ml of distilled water. They were frozen and afterwards boiled for
10 minutes. Aliquots of 100 pl were taken from each sample for radioactivity
measurement in Aquasol 2 in an LKB rack beta liquid scintillation spectrometer
model 1215 (LKB-Producer AB, Bromma, Sweden). The counting efficiency was
85-90%.

Testosterone and U73122 were diluted in ethanol to a final concentration of 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) (6). A stock solution of
7



glibenclamide was prepared in dimethyl sulphoxide (DMSO) and stored at —20°C
until required. 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). Diazoxide was freshly prepared for each experiment in
0.05 N NaOH and the final concentration of NaOH in the KRb was 0.001 N. The
drug concentration used in each experiment is included in the legend of the figures.
The lanthanum chloride solution, used to stop the “°Ca* fluxes, was calcium free
and contained, in mM: NaCl 127.5, KCI 4.6, MgCl, 1.2, LaCl; 10, HEPES 10, and
Glucose 11 [19].

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

In our experimental conditions, the basal electrical characteristics of impaled Sertoli
cells from isolated seminiferous tubules of 15 day-old rats were resting potential —
47.2 £ 0.8 mV (n=136); and membrane resistance, 12.7 + 1.3 MQ (n=174). The
topical administration of unpermeant testosterone-bound to bovine serum albumin
(T-BSA) (10 uM of testosterone) produced depolarization in the MP. (MP resting =
-46.3 £ 0.7; after 30 seconds of T-BSA application = -44.4 + 0.8; after 300 seconds
=-42.4 + 1.2 (n=10) the difference was significant p<0.05).

K*atp channel and testosterone action on MP, R,, and *Ca®*" uptake The
depolarising effect of testosterone and glibenclamide [9] was also observed with the
sulphonylurea tolbutamide (Fig. 1A). Again this effect was associated with an
increase in Ry (Fig. 1A insert). Testosterone and glibenclamide stimulate the Ca?*
uptake in isolated Sertoli cells [6, 8], this stimulatory effect was also observed in

whole testes from 10 day-old rats. These actions were nullified by the presence of
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the K 'atp Opener, diazoxide (Fig. 1B). The presence of the diazoxide at different
concentrations (50 — 200 uM) did not significantly alter the basal uptake of **Ca**
(data not shown).

VDCC blocking agents and the actions of testosterone and glibenclamide. The
presence of VDCC blocking agents, verapamil, nifedipine, and Ni** caused a slight
diminution of the MP depolarisation produced by testosterone (Fig. 2A). In addition,
verapamil partially blocked the stimulatory effect of testosterone and glibenclamide
on the *°Ca?" uptake by whole testes (Fig. 2B).

Involvement of PLC in the testosterone actions. The testosterone action on
membrane potential and resistance in Sertoli cells was abolished by the presence in
the perfusion buffer of the PLC inhibitor U73122 (Fig. 3A). Again, the effect of
testosterone on “°Ca** uptake was nullified by the presence of U73122 in the
extracellular medium (Fig. 3B).

Effect of pertussis toxin on testosterone action. Whole testes preincubated during
3 hours with DMEM/F12 medium with or without pertussis toxin were used for MP
registration. The presence of pertussis toxin (1 pg/ml) in the preincubation medium
inhibits the testosterone action on MP depolarization in these preparations (Fig. 4A).
The stimulatory effect of testosterone (within 1 minute) on **Ca®" uptake on testes
preincubated with D-MEM/F12 medium was nullified by the presence of pertussis
toxin (1 pg/ml) in the preincubation period (Fig. 4B).

Regulation of the K'atp channels by electrostatic interactions. The presence of
the polycation spermine produced a significant MP depolarisation at 30 seconds
(Fig. 5A) and an increase in the Ry (Fig. 5A insert). Spermine produces an increase
in °Ca®" uptake within 1 minute (Fig 5B). The reduction of the positive Ca?*
charges on the membrane by the inclusion in the perfusion buffer of the chelating
agent EGTA (0.5 mM), produced hyperpolarization of the membrane in the Sertoli

cells with the reduction of Ry (Fig. 6A). Topical application of LaCls reversed the
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EGTA effect (Fig. 6B), depolarising the MP. The application of testosterone at the
physiological intratesticular concentration of 0.3 uM reversed the EGTA effect,
producing a slight depolarisation that increased with the higher concentration of
testosterone (Fig. 7A). This effect of testosterone was nullified by the presence of
U73122 in the medium (Fig. 7B).

Discussion and Conclusions

The results reported here allow the following conclusions to be drawn: the
actions of testosterone on the MP changes in Sertoli cells occur at the membrane, as
is clearly demonstrated by the effect of the impermeant T-BSA. The involvement of
K*atp channels in the testosterone action on MP, R, and **Ca*" uptake becomes
evident from the blocking effect of diazoxide, and the similitude of testosterone’s
action with those of the sulphonylureas. The testosterone effect seems to be
mediated by a GPCR-PLC-PIP, pathway. The pertussis toxin and U73122 nullified
the testosterone action on MP and Ro, as well as on **Ca*" uptake. Testosterone at
physiological testicular concentrations reversed the hyperpolarization caused by the
Ca®* chelating agent EGTA (that exposes the membrane negative phospholipids
charges). This action of testosterone was nullified by the PLC inhibitor U73122,
blocking the PIP, hydrolysis and consequently preserving the highly negative
charges of the PIP, pool of the membrane.

Glibenclamide and tolbutamide act on the SUR subunit of the channel and are
potent inhibitors of the K atp channel activity; on the other hand, diazoxide, like
other channel openers, stimulates the activity of the channel, acting on the SUR
subunit. The clear-cut action of the sulphonylureas in our experiments presupposes
the presence of K*atp channels in the Sertoli cells. Furthermore, the blocking action
of diazoxide on the testosterone effect strongly supports the participation of the

K" atp channels in testosterone’s action.
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Apart from the classical regulation of the K'arp channels by changes in
nucleotide concentration, the channels are also modulated by membrane
phospholipids such as PIP; [20, 15]. Therefore, the level of PIP, in the membrane
may determine the basal activity of the channel. Thus, the K*ate channel can rapidly
transmit extracellular signals (i.e. testosterone) through a receptor-coupled G-protein
and PLC pathway, acting via PIP, metabolism. Receptor-mediated activation of PLC
results in inhibition of K'arp-mediated currents [16]. This effect represents a
mechanism of control of cell membrane excitability through phospholipids, which
usually act as Kjg channel openers [17] and whose effectiveness is proportional to
the number of negative charges on the head group in the anionic phospholipids [18].

In our experiments the action of testosterone on the Sertoli cells was nullified
by the PLC inhibitor U73122 and by the G-protein inhibitor pertussis toxin, these
results implicate the involvement of PLC-PIP, hydrolysis in the testosterone effect.
PLC stimulation produces a depletion of the PIP, pool in the membrane and
therefore increases the ATP inhibition of the channel.

The use of the chelating agent EGTA produces a strong hyperpolarization of the
Sertoli cell membrane due to the screening of the Ca?* surface charges. This effect
can be blocked or even reversed by the presence of polycations, such as LaCls, that
hinder the negative charges. These results are in accordance with the electrostatic
interactions that regulate the K'atp channels [18]. Testosterone at a testicular
physiological concentration (0.3 uM) also reversed the action of EGTA, an effect
that was blocked by the presence of U73122. These results confirm that the action of
testosterone results from its influence on the PLC-PIP, pathway, resulting in a
diminution of the highly negative charges of PIP, in the membrane and modifying
electrostatic interactions.

The functional receptors for testosterone on the surface of intracellular iAR-free

macrophages of the cell line IC-21, reported by Benten et al. [21], are coupled to
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intracellular Ca®* homeostasis. Moreover, the data reveal that the membrane
testosterone receptors belong to the class of membrane receptors that are coupled to
phospholipase C (PLC) via a pertussis toxin-sensitive G-protein, because Ca**
release can be blocked by both pertussis toxin and the PLC inhibitor U-73122 [19].

In myotubes testosterone produced fast (< 1 minute) and transient increases in
[Ca®*]; with an oscillatory pattern. Signals were blocked by the inhibitor of PLC,
U73122. Cyproterone did not affect either the fast Ca** signal or the increase in IPs.
Ca®* increases could also be induced by the impermeant testosterone-BSA conjugate
and the effect of testosterone was abolished in cells incubated with pertussis toxin.
These results are consistent with a fast effect of testosterone, involving a G-protein-
linked receptor at the plasma membrane and an 1Ps-mediated Ca** signal pathway in
muscle cells [22].

Activation of PLC causes the enzymatic breakdown of PIP,, generating 1Pz and
DAG; the increased [Ca']; in turn functions as a ubiquitous second messenger with
multiple effects [23, 24]. PIP, and Ca®* may act conversely on the stability of the
cytoskeleton network underneath the plasma membrane [25]. Actin-binding
proteins, such as gelsolin, are activated by Ca**, consequently depolymerizing actin
filaments (F-actin). PIP, antagonises these reactions to stabilise the actin filaments
[15].

The seminiferous epithelium is a very complex tissue and the interrelationship
between the Sertoli cells and germ cells movements (for example, the migration of
spermatocytes towards the adluminal compartment) is accompanied by extensive
restructuring of cell-cell, actin-based adherens junctions between Sertoli cells and
germ cells, such as ectoplasmic specialisations [26-27]. All these extremely dynamic
processes are basically regulated by FSH and testosterone, acting at different levels

of the cellular organisation [1, 28].
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The action of testosterone on the PLC-PIP, pathway, besides its regulatory
effect on the K'atp channels, may have many far reaching consequences. As was
stated above, PIP, and Ca®* may have opposing effects on cytoskeletal stability
facilitating the restructuring of the adherens junctions between the different cells of
the seminiferous epithelium, thus enabling the extreme mobility of these cells and
the continuous metamorphosis of germ cells (Fig. 8).

Our results point to an interaction of testosterone with specific membrane
recognition moieties in the Sertoli cells. For more direct evidence of the presence of
the membrane receptor it is necessary to isolate and characterise the testosterone
receptor molecule. It is also necessary to isolate the K*atp channels in the Sertoli
cell membrane and identify the K\r and SUR subunit types.

Finally, the possibility of testosterone action on K'arp channels in male

pancreatic 3-cells should be analyzed (29).
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Legends
Figure 1. Comparative effect of testosterone, glibenclamide, and tolbutamide on
membrane potential (A), and resistance (A insert) of Sertoli cells in the seminiferous
tubules (MeanstSEM)(n=12). Effect of diazoxide (100 uM) on the testosterone and
glibenclamide action on **Ca** uptake by entire testes of rat (B). Paired t-test (A) as
compared with resting values *(p<0.05). One Way Anova followed by Bonferroni
test (B), as compared with the other groups *(p<0.05) (Means+SEM, n=6).
Figure 2. Effect of voltage-dependent calcium channel blocking agents, verapamil
(25 pM), nifedipine (0.5 pM), and Ni** (100 uM) on the testosterone (10 uM)
depolarizing action in the Sertoli cells membrane (A). Effect of verapamil (25 uM)
on the stimulatory action of testosterone and glibenclamide in **Ca** uptake in
entered testes cells (B). It was made Paired t-test in A, and One Way Anova
followed by Bonferroni post-test in B, as compared with the other groups *(p<0.05).
(Means+SEM, n=6).
Figure 3. Effect of U73122 (2 uM) in the actions of testosterone (10 uM) on MP
(A), resistance (A insert) and “*Ca?* uptake (B). It was made paired t-test in A, and t-
test in B, as compared with the resting values *(p<0.05). (Means+SEM, n=5).
Figure 4. Response of Sertoli cells to testosterone with or without pertussis toxin
(PT) on membrane potential (A) and “°Ca?* uptake (B). Representative response of
Sertoli cells in A. One Way Anova followed by Bonferroni post-test in B, as
compared with the others groups * (p<0.05). (Means=SEM, n=4).
Figure 5. Action of spermine on MP and R, of Sertoli cells membrane (A). Effect of
1 mM of spermine on *Ca”* uptake by entire testis (B). It was made paired t-test in
A and in the insert; and One Way Anova followed by Bonferroni post-test in B, as
compared with the control groups * (p<0.05). (MeanstSEM, n=7).
Figure 6. Action of EGTA in the MP of Sertoli cells. Hyperpolarisation effect on
the membrane by 500 uM of EGTA (A). Depolarisation of Sertoli cells by the
topical application of LaCls pretreated with EGTA (B). It was made paired t-test, as
compared with the EGTA treated *(p<0.05); as compared with resting values
#(p<0.05). (MeanstSEM, n=6).
Figure 7. Effect of the topical application of different concentrations of testosterone
in the membrane of Sertoli cells pretreated with EGTA (A). Inhibitory action of

U73122 (2 uM) in this effect of testosterone (10 uM) (B). It was made paired t-test,
17



as compared with the testosterone treated *(p<0.05) (A), as compared with resting
*(p<0.05)(B) (Means+SEM, n=6).

Figure 8. Hypothetical representation of the mechanism of action of
testosterone on the Sertoli cell membrane. ER = endoplasmic reticulum, T =

testosterone.
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