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RESUMO

Muitas das respostas fisiolégicas mediadas por purinas dependem
de uma integracdo continua entre diferentes vias de sinalizacdo. No
sistema reprodutor masculino, além da regulacdo hormonal, evidéncias
sugerem uma participagdo importante na modulagédo da funcéo testicular
por nucleotideos de adenina extracelulares, ndo apenas pela presenca de
purinoceptores nestas células, como também pela liberacdo de purinas
no meio extracelular, mediada por células testiculares. O objetivo deste
estudo foi demonstrar que o trifosfato de adenosina extracelular (ATPe)
exerce efeitos modulatérios na fase imatura testicular, promovendo
aumento do influxo de calcio (Ca®"), estresse oxidativo, modulagdo da
atividade da gama-glutamil transferase (y-GT) associado a alteragdo na
disponibilidade de glutamato para as células testiculares. Foi
desenvolvido um estudo in vitro em porcdes testiculares de ratos de 15
dias de idade foram expostos ao ATP em uma concentracdo de 1mM
durante 30 minutos. Coomassie brilliant blue G, Suramina e 2MeSATP
foram utilizados como antagonistas P2X e P2Y e o BzATP como
agonista seletivo P2X5, inibidores das vias de sinalizacdo da via
ERK1/2, PKA e PI3K (PD98059, H89 e Wortmanina, respectivamente),
bem como blogueador de canal de Ca** dependente de voltagem do tipo-
L (nifedipina) e quelante de Ca®* intracelular e extracelular (BAPTA-
AM e EGTA), e ainda o envolvimento de aminoacidos neutros (MeAlIB)
foram utilizados para determinar os mecanismos envolvidos na a¢éo do
ATP sobre células testiculares. Também foram determinados
marcadores bioquimicos (atividade das aminotransferases) e de dano
oxidativo, assim como alteragdes no influxo de “*Ca®* e captacéo de
[“C]-glutamato em testiculo de ratos imaturos. O ATP em
concentracdes elevadas leva ao acimulo de Ca®* intracelular e induz
estresse oxidativo sem alterar a atividade de enzimas antioxidantes e o
conteudo de GSH. Evidenciou-se também que o ATP interage com
receptores de superficie do tipo P2X; e ativa rotas de transducéo de sinal
(ERK1/2 e PI3K). Estes eventos acarretam em diminuicdo da atividade
da y-GT, estimulo na captacdo de [**C]-glutamato, aumento da atividade
da glutamina sintetase (GS) sem resultar em inviabilidade celular.
Considerando-se estes dados, hipotetiza-se que elevadas concentragdes
de ATP, como ocorre em condi¢Bes patoldgicas, em que as células
liberam elevadas concentracdes dessa purina no meio extracelular,
podem estar relacionadas com um mecanismo de inducdo de estresse



oxidativo em uma tentativa de compensar a condicdo patoldgica pré-
existente.

Palavras chave: Sistema purinérgico, estresse oxidativo, testiculo,
receptor P2X;.



ABSTRACT

Many of the physiologic responses mediated by purines depend on a
seamless integration between different signaling pathways. In the male
reproductive system, as well as hormonal regulation, evidence suggests
an important role in the modulation of testicular function by adenine
extracellular nucleotides, not only by the presence of purinoceptores in
these cells, but also by the release of purines in the extracellular
medium, mediated testicular cells. The aim of this study was
demonstrate that the extracellular purine adenosine triphosphate (ATP)
has modulatory effects on testicular immature stage, causing increased
calcium (Ca®*) influx, oxidative stress, modulation of gamma-glutamyl
transferase activity (y-GT) associated with change in glutamate
availability for the testicular cells. Fifteen-day-old rat testis were
exposed to ATP at a concentration of 1 mM for 30 minutes. Coomassie
Brilliant Blue G, Suramin and 2MeSATP were used as P2X and P2Y
antagonists and BzATP as a selective P2X; agonist. Moreover,
inhibitors of ERK1/2, PKA and PI3K (PD98059, H89 and wortmannin,
respectively), L-type voltage-dependent Ca®* channel blocker
(nifedipine), Ca** chelators (BAPTA-AM and EGTA), and
a(methylamino)isobutyric acid (MeAlB) were used to determine the
mechanisms involved in the action of ATP on testicular cells.
Biochemical markers such as aminotransferase activity and oxidative
damage, as well as alterations in influx of “*Ca** and uptake of [*C]-
glutamate in the immature rat testis. Were also determined the ATP in
high concentrations leads to accumulation of intracellular Ca** and
induces oxidative stress without changing the activity of antioxidant
enzymes and the content of GSH. It is also evident that ATP interacts
with P2X; subtype of purinoceptors and activates signal transduction
pathways (ERK1/2 and PI3K). These events lead to decreased activity
of y-GT, as well as increased [**C]-glutamate uptake and glutamine
synthetase (GS) activity without altering cell viability. Taken together,
these data suggest that high extracellular ATP concentrations may be
associated with an oxidative stress in attempt to compensate a pre-
existing pathological condition.

Key words: Purinergic system, oxidative stress, testis, P2X; receptor.
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1 INTRODUCAO

As purinas extracelulares, em especial ATP e a Ado, desencadeiam
diversos efeitos sinalizadores mediante interagdo com receptores de
superficie celular especificos para estas moléculas, os denominados
purinoceptores. Desde o inicio da década de 1980, tém se evidenciado a
expressao de purinoceptores distintos em células do sistema reprodutor
masculino, principalmente nas células de Sertoli e células germinativas
(CONTI et al., 1989; MONACO; CONTI, 1986; RIVKEES, 1994,
STILES et al., 1986).

Ja se tem descrito que as células de Sertoli expressam receptores
para a Ado do subtipo Al, além de receptores ionotrdpicos (P2X), e
metabotropicos (P2Y), para o ATP extracelular (ATPe). J& em células
germinativas, conforme o estagio de maturacdo meiética observou-se
uma expressao diferencial de distintos subtipos de receptores para Ado e
ATPe (MONACO; CONTI, 1986).

Muitas das respostas fisiol6gicas mediadas por purinas dependem
de uma integracdo continua entre diferentes vias de sinalizacdo. No
sistema reprodutor masculino, além da regulagdo hormonal, diversas
evidéncias sugerem uma participacdo importante na modulacdo da
funcdo das células de Sertoli por nucleotideos de adenina extracelulares,
ndo apenas pela presenga de purinoceptores nestas células, como
também pela liberacdo de purinas no meio extracelular, mediada por
células testiculares (FILIPPINI et al., 1994; FORESTA et al., 1995;
GELAIN et al., 2003; ZAMONER et al., 2006). Nesse contexto, se tem
estabelecido que o ATPe pode estar envolvido com uma variedade de
acOes especificas na sinalizacdo celular, desempenhando um papel
importante no desenvolvimento, proliferacdo e diferenciacdo em
diferentes tecidos (SAINO et al., 2002). Baseado na identificacdo de
alteracdes bioldgicas induzidas por estas moléculas em células do
sistema reprodutor masculino, diversos autores vém propondo modelos
hipotéticos de comunicacdo paracrina entre as células de Sertoli e
germinativas, sendo esta mediada, principalmente, pela Ado e pelo ATP
extracelulares (VEITINGER et al., 2011).

Embora ndo se tenha completamente compreendida, a regulacdo da
fungdo sinérgica de células de Sertoli pelo hormdnio foliculo
estimulante (FSH) e pela testosterona € apoiada num mecanismo comum
— a mobilizagdo de célcio (Ca") citosélico. Na célula de Sertoli, 0 ATPe
desencadeia um aumento transitério rapido na concentracdo de Ca®'
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intracelular, mediante interacdo com diferentes receptores do tipo P2;
entretanto, sua identidade molecular permanece controversa. Este sinal
mediado pelo ATPe, acoplado a mobilizacio de Ca** neutraliza vérios
efeitos mediados pelo FSH, bem como altera a producdo de estradiol
pela célula de Sertoli, a atividade de enzimas e o comportamento
secretdrio da célula (FILIPPINI et al., 1994; GELAIN et al., 2005;
MERONI et al., 1998; ROSSATO et al., 2001). Apesar deste suposto
papel na fisiologia testicular, a identificacdo e a descricdo funcional
precisa dos subtipos dos purinoceptores, bem como as acdes e as vias de
sinalizagdo envolvidas neste mecanismo ainda néo est4 elucidada.

Sendo assim, este estudo propde-se a investigar um potencial efeito
pré-oxidante ou antioxidante, mediado pelas purinas extracelulares,
compreendendo em especial o ATPe, hipotetizando que este mecanismo
esteja acoplado a mobilizacdo de Ca®* intracelular via receptores
ionotrépicos especificos, bem como algumas a¢es mediadas pela Ado
sobre o sistema reprodutor de ratos machos imaturos, aos 15 dias de
idade, como também as vias de sinalizagdo envolvidas nos efeitos
desencadeados pela exposicdo a purinas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito das purinas extracelulares, ATP e Ado, no
metabolismo celular e nos sistemas de defesa antioxidantes bem como
nos mecanismos de sinalizagdo celular envolvidos nesses efeitos em
células do sistema reprodutor masculino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito da ATPe na captacdo [**C]-glutamato e no
influxo de de “*Ca®" em testiculos de ratos imaturos;

e Na presenca do ATPe, determinar as concentracdes de
glutationa reduzida (GSH), de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS), bem como de proteina carbonilada no
testiculo de ratos imaturos;

e Avaliar as agbes do ATPe e da Ado sobre a atividade da gama-
glutamil transferase (y-GT) no testiculo de ratos imaturos;

e FEstudar o efeito do ATPe sobre a atividade das enzimas
antioxidantes (glicose-6-fosfato  desidrogenase - G6PD,
glutationa redutase - GR, glutationa peroxidase — GPx e
catalase - CAT), bem como o potencial pro-oxidante e/ou
antioxidante mediado pelo ATPe em testiculos de ratos;

e Investigar as consequéncias do ATPe e da Ado na atividade da
glutamina sintetase (GS), da alanina aminotransferase (ALT) e
da aspartato aminotransferase (AST), bem como a viabilidade
celular pela liberacdo de LDH (lactato desidrogenase) no meio,
em testiculo de ratos imaturos;

e Estudar os mecanismos de sinalizacdo celular envolvidos na
modulagdo da atividade y-GT pelo ATPe no testiculo de ratos
imaturos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

O sistema reprodutor masculino de humanos consiste em um par de
testiculos, sendo estes érgdos pareados e encapsulados, tendo por funcao
bésica promover a producdo de espermatozoides e de hormdnios
esteroides e proteicos, sendo essenciais a funcao reprodutiva masculina
(FAWCETT et al., 1970). Este sistema estd constituido em: vias
espermaticas (epididimo, canal deferente, uretra), os quais permitem a
maturacao, circulacdo e liberacdo de espermatozoides; pénis e glandulas
anexas (vesiculas seminais, prostata e glandulas bulbouretrais), as quais
secretam o liquido que transporta os espermatozoides (FAWCETT,
1993).

3.1.1 Testiculo

O testiculo é um 6rgdo complexo e compartimentalizado, o qual
possui duas fungdes importantes no processo de reproducédo: a produgdo
de gametas (espermatogénese e espermiogénese) e a producdo de
horménios sexuais esteroides e proteicos. E revestido externamente por
uma capsula conjuntiva (tanica albuginea) que envia septos para 0 seu
interior, dividindo-o em I6bulos. Nestes l6bulos sdo encontrados dois
compartimentos: o compartimento intersticial e os tubulos seminiferos
(figura 1) (HESS, 2008; RUSSELL et al., 1990).

A massa testicular é composta majoritariamente por tabulos
seminiferos e contém basicamente, trés tipos de células:
espermatogonias, espermatocitos e células de Sertoli, e ainda, no espago
intersticial entre estes t(bulos, estdo presentes as células de Leydig
(responsaveis pela produgdo de testosterona), além de outros tipos
celulares (BJELOBABA et al., 2015).

O compartimento intersticial, como citado anteriormente, é
constituido de células de Leydig, como também de tecido conjuntivo
frouxo, fibroblastos, linfocitos, macr6fagos, e vasos sanguineos e
linfaticos. Nos tubulos seminiferos ocorre a producdo de gametas, sendo
seu epitélio constituido de células de Sertoli rodeadas por células
germinativas, as quais se diferenciam por meiose a espermatozoides. O
epitélio seminifero é cercado por células peritubulares ou mioides, que
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estdo em contato com a superficie basal das células de Sertoli
(KRAWETZ, 2009; RUSSELL et al., 1990).

O desenvolvimento do testiculo é um processo fundamental no
desenvolvimento sexual e reprodutivo. Esse processo esta sob uma
regulacdo complexa de varios fatores, 0s quais podem ser caracterizados
em reguladores extrinsecos e intrinsecos. Quando referente a
reguladores extrinsecos incluem-se horménios e fatores parécrinos,
enquanto que os reguladores intrinsecos estdo relacionados a fatores
genéticos (DONG et al., 2015).

Figura 1 — llustracéo do testiculo com os tabulos seminiferos circundados pelo
tecido intersticial.
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mesonéfricos vestigiais)

Corpo do epididimo Septos

Tdnica albuginea

Lébulos

Tubulos
Seminiferos

Cauda do epididimo

Fonte: Adaptado de Netter, 2000.
3.1.2 Tubulos Seminiferos

Os tlbulos seminiferos representam a unidade funcional do
testiculo. No epitélio seminifero, as células de Sertoli sdo intimamente
associadas com > 30 células germinativas em todas as fases do ciclo da
espermatogénese de ratos (MRUK et al., 2004). Interacdes entre as
células de Sertoli e germinativas de forma sincronizada e bidirecional ao
nivel molecular e bioquimico sdo essenciais para a espermatogénese € a
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reproducdo (CHENG et al., 2002; GRISWOLD et al., 1976;
VEITINGER et al., 2011).

O epitélio seminifero do testiculo é um dos tecidos mais
complexos. As interacfes entre diferentes células deste tecido s&o
processos muito dindmicos e extremamente ricos. A posicao Unica das
células de Sertoli lhes permite receber, integrar, e emitir os sinais
necessarios para a espermatogénese a partir do compartimento
extratubular. Portanto, as células germinativas, as células de Sertoli, as
células peritubulares e as células de Leydig tem uma elaborada rede de
comunicacéo célula-célula que ocorre através de hormonios e, fatores
paracrinos e autécrinos (LOSS et al., 2011).

As células de Sertoli e as células germinativas sdo absolutamente
interdependentes. Os diferentes entroncamentos que interligam essas
células sdo considerados os mais sofisticados do corpo humano
(GELAIN et al., 2003).

3.1.2.1 Células de Sertoli

As células de Sertoli (figura 2) sdo células somaticas que apoiam-
se sobre a membrana basal do tibulo seminifero e atingem a superficie
do epitélio. Sdo basicamente prismaticas ou piramidais, com cerca de
70um de altura (FAWCETT et al., 1994).

Figura 2 — llustragdo esquematica da célula de Sertoli.
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Fonte: Adaptado de Junqueira e Carneiro, 2003.
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As células de Sertoli controlam o ambiente onde ocorre a
espermatogénese. Essas células possuem sitios de ligacdo para
hormbnios e outras substdncias importantes no  processo
espermatogénico. Os sitios de ligacdo nestas células incluem horménios
e outras substancias, com destaque para 0 FSH (GRISWOLD et al.,
1995), a testosterona (MULDER et al., 1976), a tri-iodotironina (T3)
(PALMERO et al., 1995), retinol (ESKILD et al., 1991) e a la, 25-
diidroxi-vitamina D3 (MAJUMDAR et al., 1994), substancias estas que
exercem efeitos modulatérios importantes no processo espermatogénico.

A interacdo destas moléculas com seus respectivos receptores
presentes na superficie das células de Sertoli podem desencadear
diversas situacdes no processo espermatogénico, dentre as quais pode-se
identificar: a secrecdo, proliferacdo, diferenciacdo e atividade
enzimatica. Dentre as enzimas reguladas por horménios nas células de
Sertoli estd a y-GT; uma enzima associada a membrana que age como
sistema de transporte de aminodcidos através da membrana plasmatica
(TATE et al., 1981).

A maturagdo das células de Sertoli € um processo complexo,
estando sob a influéncia de muitos horménios e vitaminas, envolvendo
alteracdes tanto morfologicas como bioguimicas (MAGUERESSE e
JEGOU, 1988). As células de Sertoli de ratos proliferam apenas durante
a fase pré-natal e a vida pos-natal precoce (até 10 dias de idade), sob
estimulagdo do FSH (ORTH, 1984). Quando os ratos apresentam cerca
de 15 a 21 dias de idade, as células de Sertoli deixam de se dividir, e
juncgdes entre as células de Sertoli vizinhas se desenvolvem, criando,
assim, a barreira hemato-testicular (ORTH, 1982). O inicio da
espermatogénese em ratos ocorre entre 10 e 15 dias de vida enquanto
gue a primeira onda da espermatogénese é concluida em 35 dias.
Mesmo que com 35 dias de idade os ratos ndo possam se reproduzir, as
células somaticas, nesta fase de desenvolvimento, exibem perfis
bioquimicos semelhantes a “células adultas” (CLERMONT e PEREY,
1957; SKINNER, 1987; VITALE-CALPE et al., 1973).

Sabe-se que as células de Sertoli se ligam as da linhagem
germinativa através de especializagBes juncionais caracteristicas. As
juncdes entre células de Sertoli adjacentes formam uma barreira, como
caracterizado anteriormente, a barreira hemato-testicular, que divide
funcionalmente o epitélio seminifero em dois compartimentos: o basal e
0 adluminal (RUSSELL et al., 1990).
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As células de Sertoli, através de suas juncdes justapostas
especializadas, formam uma barreira seletiva entre o sangue e o limen
dos tdbulos seminiferos, separando as células germinativas pré-
meioticas, meioticas e pds-meioticas do sistema imunoldgico. Durante a
espermatogénese, células germinativas sdo suportadas pelas células de
Sertoli, que tém sua atividade secretora precisamente regulada por
células germinativas e peritubulares mioides, através da comunicacao
cruzada de moléculas sinalizadoras (JEGOU e SHARPE, 1993; JUTTE
etal., 1981).

A coordenacdo da funcdo e do desenvolvimento dos testiculos
requer uma variedade de interagdes célula-célula entre as populagdes de
células somaticas e germinativas. As células germinativas sdo
dependentes das células de Sertoli para manter suas necessidades
metabdlicas e nutricionais (MAGUERESSE e JEGOU, 1988;
SKINNER, 1987).

Além disso, vérias caracteristicas estruturais e funcionais mudam
durante o desenvolvimento do testiculo. Em testiculos imaturos, por
exemplo, as células de Sertoli estdo proliferando e crescendo. A
progressdo da maturacdo é regulada por varios hormonios e fatores de
crescimento, mas essa regulacéo se da principalmente pelo FSH (LOSS
etal., 2011).

As células de Sertoli desempenham papel fundamental na
regulacdo da espermatogénese. Estas células desempenham vérias
fungdes tais quais: nutricdo e suporte fisico (sustentacdo) para as células
germinativas em desenvolvimento, secrecdo de fluido testicular,
manutencao da integridade do epitélio seminifero, secrecdo de fatores de
crescimento e proteinas, como a transferrina e a ceruloplasmina,
algumas proteases e inibidores de proteases e, ainda, glicoproteinas
inibitérias. Atuam também de forma paracrina com as células
adjacentes, tendo participacdo na espermiacao liberando as espermatides
no limen tubular e, ainda, na fagocitose de células germinativas em
degeneracdo (LOSS et al., 2011; RUSSELL et al., 1990).

3.1.2.2 Sinalizacdo purinérgica e o sistema reprodutor masculino

Os mecanismos de sinalizacdo envolvidos na comunicacdo
paracrina entre os diferentes tipos celulares constituintes dos testiculos
(em especial células de Sertoli, células mioides peritubulares e as células
da linhagem germinativa) sdo tdo complexos quanto é intensa a troca de
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informacdes entre estes tipos celulares. De fato, a producdo de gametas -
gametogénese - é, sob estrito ponto de vista evolutivo, 0 processo mais
importante durante o efémero periodo de vida de qualquer organismo.
Devido a isso, pode-se observar tantas peculiaridades na fisiologia e
bioguimica das células testiculares, quando comparado com processos
similares em outros 6rgdos e sistemas. Nesse contexto, destaca-se que
sdo varios os fatores envolvidos nesta regulacdo, e acredita-se que a
comunicagao paracrina entre as células testiculares ¢ a mais complexa
existente em todo o organismo (JEGOU e SHARPE, 1993).

Conti e colaboradores (1986) foram o primeiro grupo de pesquisa a
demonstrar que os receptores de Ado presentes em células de Sertoli
eram capazes de inibir o aumento de adenosina 3’,5’-monofosfato
ciclico (AMPc) mediado pela estimulagdo pelo FSH. Sabendo-se que o
FSH regula ativamente desde a diferenciacéo até processos relacionados
a espermatogénese nestas células, este dado sugeria um sistema de
cross-talking entre os receptores de Ado e um dos horménios mais
importantes na fisiologia testicular.

Trabalhos posteriores evidenciaram melhor a natureza e a funcdo
dos receptores de Ado em células de Sertoli, como também
identificaram receptores do tipo P2 nestas células, os quais estdo
associados a fungdes especificas da célula de Sertoli, como a secrecédo
de estradiol, transferrina e modulacdo das concentracdes de Ca**
intracelular, bem como de respostas ao FSH, o que evidencia que o
ATPe, em células de Sertoli, atua por diferentes vias, sendo uma delas
regulada pela ativacdo de receptores P2Y,, e a outra por receptores P2X,
de diferentes subtipos. Ressalta-se que o purinoceptor do tipo P2X; esta
expresso em células de Sertoli em todos os estagios do ciclo do epitélio
seminifero (FILIPPINI et al., 1994; FORESTA et al., 1995; MERONI et
al., 1998).

No sistema reprodutor masculino, além da regulagdo hormonal,
diversas evidéncias suportam uma participacdo importante na
modulacdo da funcdo das células de Sertoli por nucleotideos de adenina
extracelulares devido & presenca de purinoceptores nestas células. As
células de Sertoli expressam purinoceptores do tipo Al e do tipo P2, os
quais modulam o turnover de fosfatidil inositol (PI) e a mobilizacéo de
Ca?" intracelular. A ativacéo destes receptores induz efeitos biolégicos
relacionados com a capacidade de resposta ao FSH bem como alteragéo
na atividade da y-GT (CONTI et al., 1989; MONACO; CONTI, 1986;
RIVKEES, 1994; STILES et al., 1986).
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3.2 SISTEMA PURINERGICO

Purinas extracelulares (ATP, ADP e Ado) sdo importantes
moléculas sinalizadoras que medeiam efeitos sobre varios processos
bioldgicos via ativacdo de receptores especificos de superficie celular
(BURNSTOCK, 2012).

Os nucleotideos extracelulares modulam uma multiplicidade de
funcbes nos tecidos, incluindo o desenvolvimento, a manutencdo do
fluxo sanguineo, secre¢do, inflamacdo e reagBes imunes.
Essencialmente, todas as células de mamiferos sdo capazes de liberar ou
interagir com estes mediadores, carregando consigo receptores
especificos que possibilitem estes efeitos (ROBSON et al., 2006).

A situacdo relativa a sinalizacdo dos nucleotideos de adenina
extracelulares pode ser adequadamente contrastada com a especificidade
Unica de horménios peptidicos ou fatores vasoativos via receptores
definidos. A especificidade dos eventos de sinalizagcdo purinérgicos é
ditada por trés componentes moduladores essenciais (ROBSON et al.,
2006):

1. A derivacdo ou fonte dos nucleotideos extracelulares;

2. A expressao dos receptores especificos para esses transmissores
moleculares (e para 0s derivados de nucleosideos e
nucleotideos);

3. E, ectonucleotidases selecionadas que ditam as respostas
celulares via degradacdo dos nucleotideos extracelulares até
seus respectivos nucleosideos.

Ralevic e Burnstock (1998) postularam que a comunicacao celular
mediada por nucleosideos e/ou nucleotideos pode ocorrer pela interacdo
com receptores localizados na membrana plasmética, e/ou pelo
transporte dessas moléculas para o citoplasma, através de
transportadores especificos (somente os nucleosideos).

Atualmente, sabe-se que nucleotideos e nucleosideos extracelulares
exercem acOes bioldgicas significativas, incluindo efeitos proliferativos
em diversos tipos celulares, através da interacdo com receptores de
superficie celular especifico para estas moléculas. Nos mamiferos, o
ATPe e a Ado sdo capazes de modificar a capacidade de resposta do
FSH em células de Sertoli (LOIR, 1999).



40

3.2.1 Classificacao dos Purinoceptores

Os purinoceptores sao classificados em dois tipos, P1 que responde
a Ado (subdivididos em Al, A2A, A2B e A3), e P2 que respondem ao
ATPe (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998; JENSEN et al., 2012). Os
receptores P2 ainda possuem dois subtipos definidos, os quais
compreendem o P2X (canal i6nico) e P2Y (acoplados a proteina G)
(BURNSTOCK, 2012).

Receptores do tipo P2X sdo ativados pelo ATPe e essa interacdo
garante uma sinalizacdo rapida. Existem sete subunidades de receptores
do tipo P2X descritas e clonadas, os quais compreendem do P2X; até
P2X; e estes se encontram sob forma trimérica, e, frequentemente,
podem aparecer sob forma heterotrimérica, os quais, mediante interacdo
com ATPe, sdo permeaveis aos fons Na*, K* e Ca?". O influxo de Na'
conduz & despolarizacdo da membrana enquanto que o influxo de Ca®"
pode, além disso, provocar uma variedade de eventos intracelulares, em
parte, através da ativacdo de proteinas serina-treonina cinases ativadas
por mitdgeno (MAPKSs), proteina cinase C (PKC), e calmodulina. Entre
0s receptores do tipo P2X, o P2X; multifuncional desempenha um papel
especial e tornou-se um alvo terapéutico para varias doencas. Ele
carrega uma série de caracteristicas estruturais e funcionais Unicas. Sua
exigéncia de altas concentragbes de ATPe inclina-o para mediar
situacGes fisiologicas ou patoldgicas, dentre elas, destaca-se 0 estresse
celular ou inflamagdo, as quais sdo acompanhadas pela liberacdo macica
de nucleotideos, enquanto que sob condigdes fisioldgicas, esse receptor
é minimamente ativado (ZIMMERMANN, 2015).

Os sete receptores do tipo P2Y podem ser classificados em dois
subgrupos. P2Y4, P2Y,, P2Y, e P2Y ativam a proteina Gq e fosfolipase
CB (PLC-B), gerando dois segundos mensageiros: o 1,4,5-inositol-
trifosfato (IP3), que aumenta os niveis de Ca®* intracelular via liberagdo
dos estoques intracelulares e o diacilglicerol (DAG) que ativa a PKC.
P2Y 15, P2Y 13, € P2Y 1, ativam a proteina Gi, inibindo a adenilato ciclase
(AC) e, consequentemente, reduzindo os niveis intracelulares de AMPc.
Referente ao receptor do tipo P2Y; (ausente em roedores), sua ativacdo
aumenta tanto os niveis de Ca®* intracelular como os niveis de AMPc,
pela ativagdo de ambas as proteinas Gq e Gs (ERB et al., 2012).

Vias de sinalizacdo intracelular adicionais foram descritas para
receptores do tipo P2Y, incluindo o envolvimento da subunidade Gfy,
resultando na ativagdo de um grupo diverso de efetores, incluindo
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fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato y 3-quinase (PI3K-y), fosfolipase C-p2 ¢
-B3 (PLC-B2 e B3), retificador interno de canais de K™ (GIRK), receptor
de cinase 2 e 3 acoplado a proteina G (GRK-2 e GRK-3), Rho cinase e
MAPKs (VON KUGELGEN et al., 2011; ZIMMERMANN, 2015).

O difosfato de adenosina (ADP) é o ligante preferido dos
receptores P2Y; (em roedores também se inclui o ATPe), P2Yy; e
P2Y13. Ambos, trifosfato de uracila (UTP) e ATPe sdo agonistas do
receptor P2Y,, enquanto que o receptor P2Y, s6 é ativado por UTP. O
difosfato de uracila (UDP) é o agonista do receptor P2Y enquanto que
0 ATPe ativa o receptor P2Y ;. Vale frisar que as afinidades agonistas
variam consideravelmente entre os subtipos de receptores, que vao
desde concentra¢des na ordem de nanomolar para alguns receptores P2Y
a micromolar (receptores P2X) e até mesmo centenas de micromolar no
caso dos receptores do tipo P2X; (ZIMMERMANN, 2015).

Diferentes subtipos de purinoceptores foram descritos em células
de Sertoli e em células germinativas, e sua ativacdo induz importantes
mudangas funcionais nestas células. Em células de Leydig, a ativacdo de
receptores purinérgicos parece ser responsavel pela secrecdo de
testosterona (BILBAO et al., 2012). Estudos indicam que a ativacdo do
receptor do tipo P2X; promove uma sequéncia distinta de eventos.
Estudos eletrofisiolégicos demonstraram que a abertura de um canal
idnico seletivo para pequenos cations (Na*, K*, Ca?*) ocorre dentro dos
primeiros milésimos de segundo de estimulacdo pelo ATPe. Depois de
alguns segundos, a permeabilidade para cations organicos maiores
aumenta progressivamente, com dilatagdo maxima do canal do ion ap6s
alguns minutos. No entanto, os mecanismos moleculares subjacentes a
este processo ainda ndo estdo completamente elucidados (SEELAND et
al., 2015).

Estudos demonstram que a ativacdo do receptor P2X5, pode iniciar
uma série de respostas celulares as quais incluem despolarizacao,
seguida de ativacdo de fosfolipase C (PLC), aumento da concentracao
intracelular de Ca*, o qual estimula a atividade da Caspase-1, a
liberacdo de citocinas, e ainda a ativagdo da MAPK (DONNELLY-
ROBERTS et al., 2009).

3.2.2 Purinoceptores expressos no testiculo
Receptores purinérgicos tem sido descritos em células do sistema

reprodutor masculino, em especial células de Sertoli e células
germinativas. Células de Sertoli expressam receptores para Ado do
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subtipo A; e As, além de receptores ionotropicos (P2X), e de
metabotropicos (P2Y), para ATPe. Ja em células germinativas,
conforme o estagio de maturacdo meidtica, sdo observados distintos
subtipos de receptores para Ado e ATPe (BILBAO et al., 2012;
CASALI et al., 2003; KO et al., 2003).

Ja se tem estabelecido que as fung¢bes desencadeadas pelas purinas
no ovario sejam predominantemente reguladas por receptores do tipo
P2Y, em contraste com o dominio de receptores P2X no controle de
funcdes testiculares (BJELOBABA et al., 2015).

Os subtipos de receptores P2X,, P2X; e P2Xs foram identificados
em varios tipos de células germinativas, enquanto que as células de
Sertoli expressam receptores do tipo P2X,, P2X3 e de P2X; (GLASS et
al., 2001), bem como o receptor mobilizador de Ca’*: P2Y,. Receptores
P2X, funcionais também foram identificados em células de Leydig de
ratos utilizando medicGes de correntes de células completas e agonistas
e antagonistas especificos. Experimentos de Western blot revelaram que,
além de receptores P2X,, as células de Leydig de ratos expressam
receptores P2X,, P2Xg e P2X; e a sua funcionalidade é confirmada por
medic0es eletrofisiolégicas (ANTONIO et al., 2009).

Alguns estudos demonstram que é convidativo especular que a
regulacdo do desenvolvimento via expressao transitéria do receptor do
tipo P2X, poderia fornecer uma base funcional especifica para
comunicagdo purinérgica dentro do epitélio seminifero. Em outros
sistemas, a sinalizacdo purinérgica no desenvolvimento embrionério e
pos-natal é um conceito emergente (ABBRACCHIO et al., 2009) e a
expressao transiente de purinoceptores parece regular a proliferacdo e
diferenciacéo celular (VEITINGER et al., 2011).

3.2.3 Trifosfato de adenosina extracelular

O ATPe, bem como outros nucleotideos e nucleosideos, é
encontrado em todos o0s sistemas organicos de mamiferos,
desencadeando efeitos tanto por mecanismos intracelulares como por
extracelulares. O ATP intracelular é conhecido principalmente por
conduzir processos que requerem gasto de energia, como o transporte
ativo, a motilidade celular e a biossintese, enquanto que o ATPe &
considerado uma importante molécula de sinalizagdo (YEGUTKIN,
2008).

O ATP desempenha um papel central no metabolismo celular. As
concentragBes intracelulares de ATP se mantém em torno de 1 a 10
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mmol/L (BEIS e NEWSHOLME, 1975), enquanto que as concentragdes
de ATPe sdo reguladas por ATPases (BURNSTOCK, 2006), e séo
tipicamente muito baixas em condigdes fisiologicas. Ha, no entanto, as
condicbes em que as concentracbes de ATP locais atingem
concentracdes elevadas (VOLONTE et al., 2003; BURNSTOCK, 2006;
SEELAND et al., 2014).

O ATP pode estimular a sua propria liberagcdo por um mecanismo
autécrino e, além disso, atuar sobre células vizinhas através da
propagacdo do estado de ativacdo celular (ZIMMERMANN, 2015). As
células de Sertoli liberam ATP enddgeno através de um mecanismo
ainda ndo elucidado (GELAIN et al, 2003). No entanto, o
compartimento basal do epitélio seminifero e células de Leydig
expressam canais panexina, o que pode estar relacionado com a
liberacdo de ATP (TURMEL et al., 2011).

A ativacdo de receptores para ATPe nas células de Sertoli pode
causar despolarizacio celular dependente do influxo de Na®, com
consequente abertura de canais de Ca’* dependentes de voltagem
(FORESTA et al., 1995; GELAIN et al., 2003). Além disso, 0 ATPe
desempenha um importante papel regulatério nos processos de
diferenciagdo, transducdo de sinal em resposta a estimulos externos e
interacdes célula-célula (BURNSTOCK, 1981; GORDON, 1986;
FILIPPINI et al., 1990).

Anormalidades na sinalizagdo purinérgica podem estar envolvidas
na fisiopatologia da disfungdo erétil associada com a diabetes e o
aumento da préstata. Estudos ja demonstraram que o tratamento de
espermatozoides com ATPe ocasionou uma melhora na taxa de
fertilidade in vitro para disfungdo erétil bem como fertilizagdo in vitro
(BURNSTOCK, 2013).

3.2.4 Adenosina

A Ado, secretada no meio extracelular ou gerada a partir da
hidrélise de ATPe em células de Sertoli, pode agir em receptores Al,
demonstrados como essenciais para aquisi¢do da capacidade fertilizante
(MINELLI et al., 2004). Estes receptores sdo acoplados a proteina G
inibitoria (MONACO; CONTI, 1986; MONACO et al., 1988) e
participam na modulacdo da atividade secretéria das células de Sertoli
(CONTI et al., 1988).

Galardo e colaboradores (2010) demonstraram que a Ado pode
ativar MAPK e deste modo, regular a estabilidade do complexo
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juncional em células de Sertoli. Os autores especulam que a Ado é um
sinal - possivelmente emitido pelas células germinativas - que €
interpretado pelas células de Sertoli, desencadeando a ativagdo da
proteina cinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK). A ativacdo
de AMPK ir4 promover simultaneamente a oferta de lactato para as
células germinativas e cooperar na manutencdo da integridade do
complexo juncional, contribuindo assim para a preservacdo de um
microambiente ideal para garantir o sucesso da espermatogénese.

Além disso, o FSH e os horménios da tireoide estimulam a
hidrolise de ATPe e ADPe em células de Sertoli (CASALI et al., 2003;
ZAMONER et al., 2006) e, portanto, podem resultar em aumento nos
niveis extracelulares de adenosina.

Baseados na observagdo das mudancas bioldgicas induzidas por
estas moléculas nas células do sistema reprodutor masculino, diversos
autores propdem modelos hipotéticos de comunicacdo paracrina, entre
as células de Sertoli e germinativas, mediados pela Ado ou ATPe. Foi
demonstrado que as células constituintes dos tabulos seminiferos —
células de Sertoli, germinativas e peritubulares — sdo capazes de liberar
espontaneamente purinas para o0 meio extracelular (GELAIN et al.,
2003, 2005).

3.2.5 Ectonucleotidases

Os eventos de sinalizagdo induzidos pelos nucleotideos de adenina
extracelulares sdo controlados pela acdo das ectonucleotidases,
incluindo os membros das familias das ecto-nucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPPs) e as ecto-nucleosideo trifosfato
difosfoidrolase (E-NTPDases), assim como da ecto-5’-nucleotidase.
Estas ecto-enzimas constituem uma cascata enzimatica altamente
organizada, responsavel pela regulagdo das vias de sinalizagdo mediadas
pelos nucleotideos e nucleosideos, controlando desta forma, a razdo, a
guantidade e o tempo de degradacdo dos nucleotideos e finalmente a
formacdo dos nucleosideos (figura 3) (ZIMMERMANN, 2000;
BIGONNESSE et al., 2004, ZAMONER et al., 2006).

Basicamente, as ectonucleotidases sdo caracterizadas como
ectoenzimas capazes de hidrolisar nucleotideos extracelulares em seus
respectivos nucleosideos. A cadeia ou cascata das ectonucleotidases é
iniciada pelas E-NTPDases e pode ser terminada pela ecto-5’-
nulceotidase com a hidrélise de nucleosideos monofosfato. Juntas, a
ecto-5’-nucleotidase e a ecto-adenosina desaminase (ADA), outra
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ectoenzima envolvida nas vias de salvacdo das purinas e responsavel
pela conversdo da adenosina em inosina, regula estreitamente as
concentracgdes locais, plasmaticas e extracelulares de Ado (ROBSON et
al., 2006).

Figura 3 — Cascata enzimética na inativacéo de purinas na superficie da célula.
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A via de hidrdlise dos nucleotideos compreende pelo menos trés ectoenzimas, a
E-NPP, a E-NTPDase e ecto-5'-nucleotidase. A Ado resultante pode ainda ser
desaminada em inosina e depois em hipoxantina através de reagdes sequenciais
via ADA e purina nucleosideo fosforilase (PNP).
Fonte: Adaptado de Velasquez e Eugenin, 2014.

A atividade das ectonucleotidases foi descrita previamente em
células de Sertoli em cultura (CASALI et al., 2001; ZAMONER et al.,
2006) e pode estar envolvida na regulacdo das concentracdes
extracelulares dos nucleotideos e nucleosideos de adenina e,
consequentemente, modulando seus efeitos locais (FILIPPINI et al.,
1994; CASALI et al., 2001; KO et al., 2003).

Em células de Sertoli de ratos imaturos, ATP e ADP séao
hidrolisados por E-NTPDase-1, enquanto que a ecto-5’-nucleotidase e a
ADA finalizam a sinalizacdo purinérgica, com a hidrdlise de adenosina
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monofosfato (AMP) em adenosina, seguida da desaminacdo da
adenosina, respectivamente (CASALI et al., 2003).

Estudos demonstraram um aumento significativo na atividade das
ectonucleotidases nas células de Sertoli durante a maturacdo sexual, 0
gue sugere que a sinalizagdo purinérgica pode ser importante para a
reproducdo do sexo masculino (CASALI et al., 2003). Macré6fagos
intersticiais nos testiculos também expressam E-NTPDase-1 (MARTIN-
SATUE et al., 2009), o que poderia contribuir para a cessacdo da acéo
agonista de ATPe.

3.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Células vivas em condigdes aerdbias enfrentam constantemente um
paradoxo em relagcdo ao oxigénio (Oy): o O, € essencial para vida,
entretanto, seus metabolitos, tais como espécies reativas de oxigénio
(EROs) podem modificar funcBes celulares, pondo em risco a
sobrevivéncia da célula. Nesse contexto, as EROs devem se manter em
pequena quantidade, necessarias apenas para manutencdo da funcédo
celular normal (AGARWAL et al.,, 2003; SHARMA et al., 1996;
SIKKA, 2001).

EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) sdo conhecidos por
desempenhar um papel duplo em sistemas biol6gicos, uma vez que
podem ser prejudiciais ou benéficas para os sistemas vivos. Os efeitos
benéficos de EROs envolvem funcBes fisioldgicas em respostas
celulares a danos, como por exemplo na defesa contra agentes
infecciosos e em sistemas de sinalizagdo celular. Um exemplo vantajoso
de EROs em baixas concentragdes, € a inducdo de uma resposta
mitogénica. Em contraste, quando em altas concentracdes, EROs podem
ser mediadores importantes de danos nas estruturas celulares, incluindo
lipideos e membranas, proteinas e acidos nucleicos. Os efeitos nocivos
de EROs/ERNSs séo equilibrados pela acdo antioxidante de antioxidantes
ndo enzimaticos e enzimas antioxidantes (VALKO et al., 2006).

O termo estresse oxidativo refere-se a uma situacdo em que ha um
grave desequilibrio entre a producdo de EROs (producdo excessiva)
acompanhado de uma deficiéncia dos mecanismos de defesa
antioxidante. Quando relacionado a funcdo reprodutiva, propde-se que o
estresse oxidativo precipita uma gama de patologias. Estudos tém
indicado que niveis elevados de EROs séo detectados em amostras de
esperma de 25% a 40% de homens inférteis (PADRON, et al. 1997). A
geracdo de EROs tornou-se uma preocupacdo real devido seus
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potenciais efeitos toxicos quando em niveis elevados, afetando dessa
forma a qualidade da funcdo espermatica (AGARWAL et al., 2003;
SIKKA, 1996).

3.3.1 Formacéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

Os radicais livres (RL) podem ser definidos como moléculas ou
fragmentos moleculares que contenham um ou mais elétrons
desemparelhados. A presenca de elétrons desemparelhados normalmente
confere um grau consideravel de reatividade sob um radical livre. As
EROs representam a classe mais importante de tais espécies geradas nos
sistemas vivos (VALKO et al., 2006).

Os RL podem ser considerados altamente instaveis e ativos quando
em reacBes quimicas com outras moléculas. Eles derivam de trés
elementos: oxigénio, nitrogénio e enxofre, permitindo caracteriza-los,
dessa forma, em: EROs, ERNs e espécies reativas de enxofre (ERSS).
Dentre as EROs podemos incluir o radical anion superéxido (O,"),
radical hidroperoxila (HO,"), o radical hidroxila (OH), e outras
espécies, como o peréxido de hidrogénio (H,05), oxigénio singlete (*O.)
e 0 acido hipocloroso (HOCI). Nas ERNs estdo incluidos além do
peroxinitrito (ONOQO"), o éxido nitrico (NO’) e o radical dioéxido de
nitrogénio (NO;). As ERNs derivam da reagdo entre NO e O,", com
consequente formagdo de ONOOQO'. Quando referente & ERSs, estas, séo
facilmente formadas por reaces de tidis com EROs (CAROCHO et al.,
2013).

Nesse contexto, tem-se por definicdo, que EROs é um termo
coletivo que incluem ndo apenas radicais de oxigénio, mas também
aI%umas moléculas ndo-radicais, em que estdo inclusos o H,0,, 0 HOCI,
0 "0, e 0 0zbnio (Oz). (HALLIWELL et al., 2007; LIMA et al., 2001).
O termo “reativo” quando referente a EROs ¢ relativo. Por exemplo, o
0O,” e 0 H,O, sdo altamente seletivos em suas reagdes com moléculas
bioldgicas, deixando a maior parte delas sem alteragBes, enquanto que o
'OH ataca tudo ao seu redor (HALLIWELL et al., 2007).

RL podem ser produzidos a partir de substancias endogenas e
exogenas. Fontes exdgenas incluem: radiacdo por luz UV, por raios-X e
raios gama. Referente a fontes enddgenas potenciais podemos citar a
mitocondria, 0 metabolismo do citocromo P450, peroxissomos e,
ativacdo de células, como neutréfilos e macrofagos, em processos
inflamatdrios (VALKO et al., 2006).
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Os RL estdo relacionados com uma variedade de doencas,
incluindo céncer, doencas hepaticas, aterosclerose e envelhecimento. Na
maioria das vezes esta relacdo se da pela propriedade que os RL tém de
reagir com acidos graxos poli-insaturados, servindo também, como
iniciadores do processo de peroxidacdo lipidica. Contudo, estes podem
participar também de processos fisiolégicos como a geracdo de
eicosandides, fagocitose e diversas vias de transducdo de sinais (LIMA
etal., 2001).

3.3.1.1 Radical Anion Superdxido

O O, possui um elétron desemparelhado e é o principal precursor
do H,0,, ou seja, é o primeiro EROs a se formar pela reducédo
univalente do oxigénio molecular (FORMAN et al, 2014,
HALLIWELL et al., 2007). H4 estudos que demonstram que 0 O,", ndo
€ um agente oxidante muito reativo. Em condicdes fisioldgicas, sua
formag&o ocorre espontaneamente em quase todas as células aerobicas,
especialmente na mitocdndria, por meio da cadeia transportadora de
elétrons. As mitocondrias geram, aproximadamente, 2-3nmol de
superdxido/min por mg de proteina, o que indica que a mitocondria seja
a fonte fisiolégica mais importante deste radical nos organismos vivos
(VALKO et al., 2006).

O O, é eliminado pela enzima superédxido dismutase (SOD), que
catalisa a dismutacéo de duas moléculas de O, em O, e H,0,. O H,0,,
guando ndo eliminado do organismo pelas enzimas catalase (CAT) e
peroxidases, pode gerar o ‘OH (BARREIROS et al., 2006). O O," é
originado da adi¢do de um elétron no orbital n anti-ligante do O,, que
ndo atravessa membranas, exceto por alguns canais especificos, ou
quando apresentado em sua forma protonada (GUARATINI et al.,
2007). Sua atuacdo como oxidante direto é irrelevante, porém, esse
radical possui habilidade em gerar radicais secundarios, os quais sdo
extremamente téxicos, como o radical OH’, ou ainda reagir com o NO" e
gerar ONOO". Embora exista a possibilidade de que o O," reaja com
alguns alvos fora das células, em que muito O, é gerado pelas fosfato
de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida oxidases (NADPH
oxidase) e onde a SOD extracelular (SOD-EC) pode estar ausente. E
também possivel que o O, pode sinalizar através de interacbes com
ferro-enxofre presentes em proteinas (BARREIROS et al.,, 2006;
FORMAN et al., 2014).



49
3.3.1.2 Radical Hidroxila

Se h&a uma molécula que é um incompativel na participacdo como
um segundo mensageiro, esta molécula é o radical "OH. Esta espécie é
extremamente reativa, sendo capaz de remover um elétron de
praticamente qualquer composto biolégico com uma constante de
velocidade se aproximando do limite de difusdo. Esta falta de
especificidade elimina o papel do radical ‘OH na sinalizacdo (FORMAN
etal., 2014).

O radical ‘OH também pode causar alteracGes estruturais nas
cadeias de acido desoxirribonucleico (DNA) por modificacdes nas bases
nitrogenadas e pela oxidagdo da desoxirribose, o que quase resulta na
ruptura da cadeia de DNA (BARREIROS et al., 2006). Este radical
forma-se a partir de O, e H,0,, através das reacdes de Haber-Weiss e
Fenton, as quais sdo catalisadas por fons Fe*™ ou Cu® (SANCHEZ,
2012). O radical "OH também pode iniciar a oxidacédo de acidos graxos
poli-insaturados presentes em membranas celulares (lipoperoxidagéo) e
ao oxidar grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfetos (S-S), pode
inativar proteinas e enzimas (HALLIWELL et al., 2007; SANCHEZ,
2012; VALKO et al., 2006).

3.3.1.3 Peroxido de Hidrogénio

O H,0, é tdéxico para as células em diversas concentracdes numa
gama de 10 a 100uM, podendo levar a senescéncia ou apoptose. Quando
em concetracGes mais baixas, pode promover a proliferacdo de certos
tipos de células, e quando em concentracdes mais elevadas pode
suprimir a apoptose e promover a morte de células necréticas
(HALLIWELL et al., 2007).

H,0, nédo é um radical livre, isso se da pelo fato de ndo conter um
elétron desemparelhado. Entretanto, ele pode atravessar as membranas e
pode oxidar lentamente uma série de compostos. O H,0, pode ser
formado in vivo pela dismutagdo espontanea do O,", e também pela
SOD e por muitas enzimas oxidase. Quando em concentra¢cdes mais
elevadas pode atacar diversos sistemas de producdo de energia celular,
como por exemplo, estd envolvido na inativacdo de uma enzima da via
glicolitica: a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, tendo também como
alvo direto cetodcidos como o piruvato e 0 a-cetoglutarato e ainda
grupos heme. Pode ainda formar o radical "OH, na presenca de ions de
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metais de transicdo, como ferro e cobre (ARUOMA, 1998;
GUARATINI et al., 2007; VALKO et al., 2006).

Felizmente, dada sua ampla presenca in vivo, o H,O, é apenas um
fraco agente oxidante e redutor e, geralmente fraco em aspectos de
reatividade. De fato, isso provavelmente caracteriza o0 H,O, como uma
molécula com papel na transducdo de sinal. Por exemplo, ndo ocorre
oxidacdo quando DNA, lipideos ou algumas proteinas sdo incubados
com H,0, mesmo em concentra¢gdes milimolares, sendo capaz de
inativar algumas enzimas diretamente, como as caspases envolvidas na
apoptose (HALLIWELL et al., 2007).

As mitocéndrias geram quantidades significativas de H,0,. Sob
condic¢des fisioldgicas, a producdo de H,O, esta estimada em torno de
2% da absorcdo total de O, pelo organismo (VALKO et al., 2006).
Fisiologicamente, o H,0, pode ser removido pelas enzimas glutationa
peroxidase (GPx) e CAT (SANCHEZ, 2012).

3.3.2 Peroxidagdo Lipidica

A peroxidacdo lipidica ¢ amplamente definida como "deterioracéo
oxidativa de &cidos graxos poli-insaturados", constituindo reacdes em
cadeia nos acidos graxos que estdo presentes nas membranas celulares
(AGARWAL et al., 2003). As reacGes de peroxidacdo lipidica podem
resultar em alteragdo da permeabilidade, fluidez e integridade das
membranas (BOWLES et al., 1991; GOODE et al., 1995).

A cascata da peroxidacdo lipidica ocorre em trés etapas
fundamentais: iniciagdo, propagacéo e terminacdo. O radical ‘OH é um
potente iniciador. A maioria dos 4&cidos graxos poli-insaturados
presentes na membrana plasmatica possuem ligacdes duplas ndo
conjugadas, sendo estas separadas por grupos metileno. A presenca de
uma ligacdo dupla adjacente a um grupo metileno caracteriza ligagdes
fracas entre carbono e hidrogénio do metileno, e, por conseguinte, o
hidrogénio é mais susceptivel a remocdo. Uma vez que a abstracdo
ocorra, o radical produzido é estabilizado pelo rearranjo das ligagdes
duplas, que formam um radical dieno conjugado (duas duplas ligacGes
intercaladas por uma ligacdo simples) que pode, entdo, ser oxidado
(AGARWAL et al., 2003; LIMA et al., 2001).

Dessa forma, os lipideos, os quais contém muitas ligagdes duplas
interrompidas por metileno, sdo particularmente susceptiveis a
peroxidagdo. Os dienos conjugados reagem rapidamente com o O,
podendo formar um radical peroxila (ROO’), que remove atomos de
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hidrogénio de outras moléculas lipidicas para formar hidroperéxidos
lipidicos (LOOH). Os LOOH séo estaveis sob condigbes fisiologicas,
até que entrem em contato com metais de transicdo, tais como sais de
ferro ou de cobre. Estes metais ou seus complexos podem gerar radicais
ROO’ e alcoxila, os quais, em seguida, continuam a reacdo em cadeia
dentro da membrana propagando o dano por toda a célula (AGARWAL
et al., 2003).

3.3.3 Oxidacao de Proteinas

O dano oxidativo a proteinas pode ocorrer no estresse oxidativo,
tendo sua importdncia caracterizada na impossibilidade do
funcionamento de receptores, anticorpos, transdugdo de sinal e o
transporte de proteinas e enzimas (FORMAN et al, 2014,
HALLIWELL et al., 2007).

O radical "OH pode reagir com a cadeia lateral de aminoécidos e
proteinas, atacando preferencialmente cisteina, fenilalanina, histidina,
metionina e triptofano, e, ainda, mas em menores propor¢oes, a arginina
e a asparagina. Os ataques aos aminoacidos que compdem as proteinas
podem resultar em danos, caracterizados como clivagens de ligagdes
com ou sem geracdo de fragmentos, e ligagdes cruzadas (BARREIROS
et al., 2006; SANCHEZ, 2012).

Danos em proteinas podem resultar em danos secundarios em
outras biomoléculas, como por exemplo, desencadeando o aumento das
concentracdes de Ca’* e a ativacdo de nucleases. Danos a enzimas de
reparo de DNA resultam em propensdo do dano oxidativo ao DNA, bem
como aumentam a frequéncia de mutagéo, enquanto que danos nas DNA
polimerases podem diminuir sua fidelidade na replicacdo do DNA.
Proteinas oxidadas podem ser reconhecidas como “estranhas” pelo
sistema imune, tornando-se alvo da formagdo de auto-anticorpos e
possivelmente de autoimunidade, como no caso da artrite reumatoide
(HALLIWELL et al., 2007).

3.3.4 Sistemas de Defesa Antioxidante

Em 1995, Halliwell e Gutteridge definiram antioxidantes como
"qualquer substéncia que, quando presente em baixas concentracdes,
comparada com a de um substrato oxidavel, atrasa significativamente ou
inibe a oxidagdo do referido substrato”. Mais tarde, 0s mesmos,
definiram antioxidantes como " qualquer substancia que atrase, impeca
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ou elimine os danos oxidativos de uma molécula alvo" (HALLIWELL et
al., 2007).

O sistema antioxidante é formado por substancias enzimaticas e
ndo-enzimaticas. Dentre os antioxidantes enzimaticos, destacam-se a
SOD, a CAT e a GPx. Estas constituem a primeira linha de defesa
enddgena de neutralizacdo das EROs. Através delas, as células tentam
manter baixas as quantidades de O, e de H,O,, evitando assim, a
formacdo do radical ‘OH (CAROCHO et al., 2013).

Basicamente, o sistema de defesa antioxidante tem a funcdo de
inibir e/ou reduzir os danos causados pela a¢do deletéria dos RL ou das
espécies reativas ndo-radicais. Tais acGes podem ser alcancadas por
meio de diferentes mecanismos de ac¢do: impedindo a formacdo dos RL
ou espécies ndo-radicais (sistemas de prevencdo), impedindo a agdo
desses (sistemas varredores) ou, ainda, favorecendo o reparo e a
reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas (sistemas de reparo)
(BARBOSA et al., 2010).

A atividade antioxidante pode ser eficaz por meio de varias formas:

e Como inibidores de reacOes de oxidacdo de RL;

e Por meio da inibi¢do da formagdo de LOOH;

Interrompendo a propagacdo da reacdo em cadeia da auto
oxidacdo (antioxidantes de quebra de cadeia);

e Como supressores de l02;

e Através de sinergismo com outros antioxidantes;

e Como agentes redutores que convertem hidroperdxidos em

compostos estaveis;

e Atuando como quelantes de metais, que convertem metais pro-

oxidantes (derivados de ferro e cobre) em produtos estaveis;

¢ Inibindo enzimas pré-oxidativas (como as lipoxigenases).

(CAROCHO etal., 2013).

Ainda conforme a acdo sobre os RL, o antioxidante pode ser
denominado de “scavenger”, quando ele atua transformando um RL em
outro menos reativo, ou ‘“quencher”, quando consegue neutralizar
completamente o RL através da absor¢do de toda a energia de excitacdo
(ARAUJO, 2002).

3.4 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS
O sistema antioxidante enzimatico € o primeiro a atuar na

eliminacdo de RL, evitando o acimulo de H,0, e O, . Podemos incluir
diversas enzimas antioxidantes, com destaque para a SOD, a CAT e a
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GPx. As enzimas glutationa-S-transferase (GST) e a glutationa redutase
(GR) agem, respectivamente, detoxificando agentes eletrofilicos (como
xenobidticos) e reduzindo o dissulfeto de glutationa oxidada (GSSG) a
glutationa reduzida (GSH) (FERNANDES, 2010; HALLIWELL et al.,
2007).

3.4.1 Superéxido Dismutase

A SOD contribui para um dos mecanismos antioxidantes mais
eficientes, sendo uma enzima que catalisa a dismutacéo do O,” em H,0,
e O,, fornecendo o H,O, como um substrato para a CAT, prevenindo,
dessa forma, os danos que poderiam ser causados por esta molécula.
Diversos tipos de SOD sdo descritos na literatura, podendo estar
localizadas no citosol, em organelas celulares especificas ou
extracelularmente, e cujos sitios ativos podem conter diferentes ions
(como cobre, zinco, manganés ou ferro) (CAROCHO et al., 2013;
GUARATINI et al., 2007; HALLIWELL et al., 2007).

A decomposicdo do O,” ocorre naturalmente, entretanto, pra que
isso ocorra, necessita que ocorra colisdo entre duas moléculas de O, ja
gue esta € uma reacdo de segunda ordem, de forma que ha a necessidade
de uma concentragdo maior do O,". A presenca da enzima SOD
favorece essa dismutagdo tornando a reacdo de primeira ordem,
eliminando a necessidade da colisdo entre as moléculas. A SOD permite
a eliminacdo do O, mesmo em baixas concentragdes (BARREIROS et
al., 2006).

Nos organismos eucariontes existem trés tipos de SOD,
dependentes de sua localizagdo. A SOD-EC estd presente, como o
préprio nome sugere, no espaco intersticial dos tecidos e dos fluidos
extracelulares e é responsavel pela atividade da SOD presente no
plasma, linfa e fluido sinovial. A SOD-EC é a Unica enzima extracelular
que detoxifica o O,” (SANCHEZ, 2012). Além da SOD-EC, ha a
superdxido dismutase cobre-zinco (SOD-CuZn), presente em quase
todas as células eucaridticas, constituindo a primeira linha de defesa
antioxidante. A SOD-CuZn esta localizada no citosol, podendo ser
encontrada também nos lisossomos, nucleo e no espaco entre as
membranas mitocondriais interiores e exteriores. Encontrada na
mitocéndria, a SOD-Mn, com manganés em seu sitio ativo, e na
presenca de EROs, tem sua expressdo aumentada (HALLIWELL et al.,
2007; SANCHEZ, 2012).
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3.4.2 Catalase

A CAT ¢é uma hemeproteina tetramérica e, assim como a SOD, é
responsavel por catalisar uma reacdo de dismutacdo. Esta enzima
converte 0 H,O, em 4gua e oxigénio molecular e tem uma das maiores
taxas de rotatividade conhecidas pelo homem, permitindo que apenas
uma molécula de CAT possa converter seis bilhdes de moléculas de
H,0, em um minuto (CAROCHO et al., 2013).

Cada uma das quatro subunidades da CAT esta fortemente ligada a
uma molécula de NADPH, o qual aumenta a eficiéncia da enzima, bem
como a protege, prevenindo e revertendo a formacdo de uma forma
inativa desta enzima, denominada como composto Il (HALLIWELL et
al., 2007).

Nos mamiferos, a CAT esta presente em todos os 6rgdos, estando
especialmente concentrada no figado. A CAT estd localizada nos
peroxissomas, que contém varias enzimas que podem resultar na
formagdo de H,0O, tais como as flavoproteinas desidrogenases,
envolvidas na B-oxidacdo de Aacidos graxos. Na mitocdndria, essas
flavoproteinas doam elétrons para a cadeia transportadora de elétrons,
mas nos peroxissomas elas reagem com O, (HALLIWELL et al., 2007).

3.4.3 Glutationa Peroxidase

As glutationas peroxidases (GPxs) sdo amplamente distribuidas em
tecidos animais. A atividade dessas enzimas representa um dos meios de
controle das concentragdes de H,O, e LOOH, constituindo um dos
sistemas antioxidantes mais importantes da célula (ROVER JUNIOR et
al., 2001). Essas enzimas sdo, comumente, dependentes de selénio,
apresentando um residuo de cisteina contendo o selénio covalentemente
ligado ao restante da enzima e, dessa forma, o selénio foi caracterizado,
em 1973, como sendo um componente essencial para a atividade
enzimatica. Entretanto, uma das suas cinco isoformas é independente de
selénio (HALLIWELL et al., 2007; SANCHEZ, 2012).

Todas as GPxs catalisam a reducdo do H,O, usando a GSH como
substrato. Significativamente, a GPx compete com CAT para utilizar
H,O, como substrato e é a principal forma de protecdo contra o estresse
oxidativo (VALKO et al., 2006).

Estas enzimas também podem catalisar a reducdo de outros
peroxidos organicos para seus correspondentes alcoois, onde o -SH da
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GSH atua como doador de elétrons e é oxidado a GSSG (HALLIWELL
etal., 2007; ROVER JUNIOR et al., 2001).

3.4.4 Glutationa Redutase

A GR ndo age diretamente na remocdo de RL, mas atua em
conjunto com a GPx, tendo sua acdo caracterizada pela redugdo da
GSSG as custas de NADPH, regenerando a GSH e mantendo assim o
equilibrio redox intracelular. A GR tem uma distribuicdo celular muito
similar a GPx (SANCHEZ, 2012).

3.4.5 Glutationa S-transferase

As glutationa transferases (GSTs), também conhecidas como
glutationa-S-transferases, compreendem uma familia de enzimas
multifuncionais que catalisam o ataque nucleofilico da forma reduzida
da glutationa a compostos que apresentam um carbono, um nitrogénio
ou um atomo de enxofre eletrofilico (xenobi6ticos e compostos
enddgenos), tornando os produtos da reacdo menos tdxicos e mais
solliveis em &gua, facilitando sua excre¢do. As GSTs geralmente se
encontram no meio biolégico como homo ou heterodimeros (podendo
existir outros complexos), apresentando dois sitios ativos por dimero
cujas atividades sdo independentes uma da outra (HUBER et al., 2008).

Os xenobidticos, a semelhanca do que acontece com as substancias
enddgenas, sdo conjugados com diversas substancias. Entre as reacfes
importantes, tem-se a sulfatacdo, a acetilacdo, a metilacdo, além de
conjugagdes com a GSH e com aminoacidos. A conjugacao de agentes
toxicos com o tripeptideo GSH ¢é catalisada, na sua fase inicial, pela
GST que atua na fase Il da biotransformacdo, prevenindo danos a
membrana celular e outras macromoléculas (TORRES et al., 2006).

A atuacdo das GSTs é uma importante estratégia de defesa da
célula contra xenobiéticos. Uma vez formados, os conjugados da GSH
com xenobhidticos podem ser reconhecidos por transportadores
especificos e conduzidos para o meio intercelular. No meio intercelular
estes conjugados sdo clivados pela agdo da enzima y-GT e dipeptidases
presentes na porcdo externa da membrana celular. O glutamato e a
glicina livres podem ser reabsorvidos pela célula e utilizados na sintese
de novo de GSH (HUBER et al., 2008).
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3.4.6 Glicose-6-fosfato desidrogenase

A regulacdo e a manutencdo do equilibrio redox dependem de
varios fatores, dentre os quais podemos incluir o fornecimento continuo
de NADPH. Tanto a tiorredoxina (Trx) como o0 sistema redox
dependente de GSH dependem principalmente desse fornecimento de
elétrons pelo NADPH. Nesse contexto, vale destacar que o fornecimento
de NADPH celular é principalmente acreditado por ser fornecido através
da G6PD na via das pentoses fosfato (DAMMEYER et al., 2010).
Basicamente, a G6PD regenera o NADPH criando um ambiente
reduzido. Essa enzima ndo neutraliza RL diretamente, mas tem papeis
secundarios para os outros antioxidantes enddgenos (CAROCHO et al.,
2013).

E interessante notar, que a deficiéncia de G6PD é o defeito
enzimatico mais comum nos seres humanos e relaciona-se com o
aumento do estresse oxidativo, com a anemia hemolitica e
potencialmente também com a resisténcia a maldria. Embora a
expressdao G6PD é geralmente considerada como sendo de grande
importadncia para todos o0s principais sistemas redox celular, sua
expressao varia muito entre diferentes tipos de células (DAMMEYER et
al., 2010).

3.4.7 y-Glutamil-Transferase

A y-GT é uma proteina glicosilada, parcialmente incorporada na
superficie externa da membrana plasmatica, que catalisa a transferéncia
da porcao de y-glutamil da glutationa, ou conjugados de glutationa, para
aceptores tais como aminoacidos e dipeptideos (FORMAN et al., 2009;
MARES et al., 2005). Portanto, ela participa na reciclagem de
amino4cidos da glutationa e conjugados de glutationa secretados para o
meio extracelular. Esses aminoacidos sdo reintroduzidos para 0 meio
intracelular participando da sintese de novo de GSH. Sua acio
possibilita a captacdo de cisteina, elemento limitante para a sintese de
GSH. A y-GT também é responsavel pela degradacdo da glutationa,
tornando-a disponivel como fonte de cisteina para sintese proteica
(TATEISHI et al., 1977).

Pouco se sabe sobre o papel da y-GT na reprodugdo. Kumar e
colaboradores (2000) analisaram alguns aspectos relacionados a
reproducdo em camundongos deficientes de y-GT. Os resultados
mostraram que 0s machos mutantes tiveram redugdo no tamanho da
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vesicula seminal e testiculo, supressdo no soro de fator de crescimento
ligado a insulina | (IGF-1), reducdo do FSH, e eram inférteis.
Entretanto, apds a administracdo de N-acetilcisteina (NAC) na agua de
beber, estes animais tiveram o tamanho dos testiculos e vesicula seminal
restaurados para valores comparaveis aos camundongos tipo selvagem;
além disso, tornaram-se férteis produzindo descendentes quando
cruzados com camundongos do tipo selvagem. Estes resultados podem
sugerir que os niveis adequados de GSH intracelular e cisteina, que sdo
regulados pela y-GT, sdo essenciais para a fungdo reprodutiva normal.

A y-GT é amplamente distribuida nos tecidos de mamiferos. No
sistema reprodutor masculino de muitas espécies a y-GT é amplamente
expressa nos testiculos, vesicula seminal e epididimo (PALLADINO et
al., 1994). Algumas evidéncias sugerem que a atividade desta enzima
pode ser relevante para a fisiologia testicular e reproducdo (MERONI et
al., 1997). Encontra-se presente também nos tabulos seminiferos,
localizada nas células de Sertoli (TINDALL et al., 1985).

A y-GT pode ser considerada um marcador testicular da atividade
das células de Sertoli em ratos (SCHTEINGART et al., 1988), e
também considerada um marcador da diferenciacdo destas células, ja
que a atividade da y-GT em células de Sertoli de ratos aumenta
consideravelmente entre os 15 e 35 dias de idade (periodo em que as
células de Sertoli se diferenciam em células adultas) e continua
constante dali em diante até os 100 dias de idade (LU et al., 1977;
MERONI et al., 2000).

3.5 ANTIOXIDANTES NAO-ENZIMATICOS

Os antioxidantes ndo-enzimaticos, ou de baixa massa molar,
também contribuem com a manutencdo do equilibrio redox celular.
Nesta classe, podemos incluir um vasto numero de compostos,
sintetizados in vivo ou obtidos exogenamente, que previnem danos
oxidativos por interacBes diretas ou indiretas com EROS/ERNs
(GUARATINI et al., 2007).

Apesar da sua eficiéncia notavel, o sistema antioxidante enddgeno
ndo é suficiente, e os seres humanos dependem de vérios tipos de
antioxidantes que estdo presentes na dieta a fim de manter baixas
concentragdes de RL (CAROCHO et al., 2013).

A avaliacdo do potencial antioxidante in vivo dos compostos ndo-
enzimaticos depende de algumas varidveis, entre elas: absorgdo e
biodisponibilidade em condices fisiologicas; concentracdo plasmatica
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ideal para desempenhar sua atividade antioxidante; tipos de RL gerados
no processo oxidativo; em qual compartimento celular foram gerados e
como foram gerados. A acdo de determinado antioxidante pode,
portanto, variar de acordo com o compartimento celular ou tecido no
qual atua (BARBOSA et al., 2010).

Dentre as substancias enddégenas pode-se incluir alguns horménios,
como estradiol e estrdgeno que apresentam atividade antioxidante
semelhante a vitamina E, devido, provavelmente, a sua porcao fenodlica,
comum a ambas as moléculas, bem como ainda a melatonina,
reguladora do reldgio biolégico nos mamiferos, que também apresenta
atividade antioxidante, provavelmente devido a desidrogenagdo do
grupamento -NH, além de induzir a sintese de antioxidantes enzimaticos
in vivo, como a GPx (GUARATINI et al., 2007).

Referente as substancias exdgenas, pode-se incluir vitaminas,
minerais e compostos fendlicos. O acido ascorbico, ou vitamina C, o a-
tocoferol e o [-caroteno, sdo precursores das vitaminas A e E,
respectivamente, com acdo potencialmente antioxidante. Outros
carotenoides sem atividade de vitamina A, como licopeno, luteina e
zeaxantina, também o sdo. Entre os minerais destacam-se o zinco, cobre,
selénio e magnésio (BARBOSA et al., 2010).

3.5.1 VitaminaC

O éacido ascorbico inclui dois compostos com atividade
antioxidante: o acido L-ascorbico e o &cido L-desidroascérbico que séo
ambos absorvidos através do trato gastrointestinal e podem ser trocados
enzimaticamente in vivo. O &cido ascorbico é eficaz na eliminagdo do
0,”, H,0,, 0 'OH, 'O, e NO' e é considerado 0 mais potente
antioxidante hidrossoltvel presente nos mamiferos (CAROCHO et al.,
2013).

A vitamina C é, por exceléncia, um antioxidante em potencial,
possui agdo de “scavenger”, bem como regeneradora da vitamina E,
tendo maior acdo no plasma sanguineo. No entanto, a presenca de
metais de transicio como o ferro possibilita sua agdo oxidante,
tornando-a capaz de produzir espécies radicais (OH) e néo-radicais
(H,0,) (BARBOSA et al., 2010).

Duarte e colaboradores (2007) realizaram um estudo com cultura
de células, em que demonstraram que estas, quando incubadas na
presenga de H,O,, sofreram danos em resposta a acdo oxidativa dessa
espécie. A vitamina C, na presenca de ferro, aumentou a expresséo dos
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danos referidos. Os autores sugerem o envolvimento da vitamina C na
regulacdo do metabolismo de ferro, aumentando sua absorgdo e
tornando-o mais apto a desempenhar sua acéo catalitica sobre as reacfes
de Fenton, resultando na conversdo do H,O, em radicais ‘OH,
potencialmente  mais  reativos. = Também  ressaltaram  que,
concomitantemente, ocorre a modulacdo da expressdo de dois genes
relacionados aos receptores de transferrina e ferritina.

A vitamina C apresenta intensa atividade antioxidante contra RL
gerados em meio hidrofilico. No entanto, tal vitamina pode ndo ser
capaz de inibir os RL que propagam as reacOes de peroxidacao lipidica
em meios lipofilicos (BARBOSA et al., 2010). Segundo Huang e
colaboradores (2002), a vitamina C mostrou-se capaz de aumentar a
capacidade antioxidante total do soro (serum oxygen radical absorbance
capacity - ORAC), o que ndo ocorreu com a vitamina E. Os autores
ressaltam que esse resultado reflete o fato de a vitamina C, ao contrario
da E, desempenhar melhor atividade antioxidante em meios hidrofilicos.

3.5.2 Vitamina E

A vitamina E é composta por oito isoformas, caracterizada em
quatro tocoferdis (a-tocoferol, B-tocoferol, o y-tocoferol e 5-tocoferol) e
quatro tocotrienodis (a-tocotrienol, PB-tocotrienol, y-tocotrienol e 8-
tocotrienol). O a-tocoferol compreende a isoforma mais potente e
abundante nos sistemas bioldgicos (CAROCHO et al., 2013,
SANCHEZ, 2012).

O a-tocoferol é o que exibe maior atividade biolégica e representa
aproximadamente 90% de todos os tocoferdis presentes nos tecidos dos
mamiferos (SANCHEZ, 2012). O grupo cromanol, o qual, apresenta um
grupo hidroxila (-OH), é o que confere a atividade antioxidante aos
tocoferdis. A vitamina E cessa a peroxidacdo lipidica, doando seu
hidrogénio fendlico aos ROO" formando um radical tocoferoxil que,
apesar de também ser um radical, nédo é reativo e impede a continuidade
da reacdo em cadeia oxidativa, como demonstrado abaixo (CAROCHO
etal., 2013).

“Vitamina E” € um termo nutricional, usado inicialmente para se
referir a um fator sollvel em lipideos, descoberto em 1922, como sendo
essencial na dieta de ratos normais a fim de permitir a reproducdo. A
substancia ativa foi isolada em 1936. Mais tarde, outros trabalhos
demonstraram que a vitamina E €é essencial na dieta de outros animais,
demonstrando que a caréncia dessa vitamina pode desencadear uma



60

variedade de sintomas e condicdes, os quais podem incluir a esterilidade
em ratos machos (HALLIWELL et al., 2007).

A vitamina E, por ser lipossollvel, confere protecdo e manutencéo
da integridade das estruturas de lipideos, contemplando principalmente
as membranas. As vitaminas E e C exibem um comportamento
sinérgico, o qual permite a regeneragdo da vitamina E através de
vitamina C do radical tocoferoxil para uma forma intermediaria, por
conseguinte, restabelecendo o seu potencial antioxidante. A vitamina E
ainda pode ser regenerada pelo ubiquinol (CAROCHO et al., 2013).

Segundo Halliwell e colaboradores (2007), dependendo dos
compostos presentes na reacdo, a vitamina E pode exercer efeito anti ou
pré-oxidativo. Os tocoferéis podem reduzir Fe** a Fe* e Cu®* a Cu*,
gue por sua vez, exercem efeito pro-oxidativo. Além disso, o radical
tocoferol, oriundo da redugdo do radical ROQO’, pode abstrair hidrogénio
dos &cidos graxos poli-insaturados, atuando entdo como um fraco
promotor de lipoperoxidacdo. Estes fendmenos ja foram observados em
alguns sistemas in vitro.

3.5.3 Glutationa reduzida

A glutationa é um tripeptideo endégeno a qual pode proteger as
células contra RL, quer por doacdo de um atomo de hidrogénio ou um
elétron. E também muito importante para a regeneracio de outros
antioxidantes como o acido ascérbico (CAROCHO et al., 2013). Existe
no organismo sob as formas reduzida e oxidada, atuando direta ou
indiretamente em diversos processos biologicos importantes, incluindo
desde a sintese de proteinas, até metabolismo e protecdo celular. Em
particular, problemas na sintese e metabolismo da glutationa estdo
associados a algumas doengas, nas quais as concentragdes de glutationa
e das enzimas que atuam no seu metabolismo podem ser bastante
significativos no diagnostico de alguns tipos de cancer, bem como em
outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo (ROVER JUNIOR et
al., 2001).

A GSH possui papel central na biotransformacédo e eliminacdo de
xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo. Este
tripeptideo é encontrado intracelularmente em altas concentragdes,
essencialmente em todos 0s organismos aerdbicos. A ligagdo y-peptidica
pouco usual, bem como, a presenga da por¢do y-glutamil e do grupo a-
carboxilato livre, conferem a esta molécula prevencdo contra hidrélise
pelas peptidases celulares que degradam outros peptideos pequenos. A
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GSH é o mais abundante tiol celular de baixa massa molecular e a sua
concentracdo é em torno de 2 mM e mais de 10 mM em eritrécitos
humanos e hepatdcitos, respectivamente (HUBER et al., 2008).

Muitas das reagbes da GSH envolvem o grupo -SH, altamente
polarizavel, tornando-o um bom nucledéfilo para reagdes com compostos
quimicos eletrofilicos. Esta habilidade de doar elétrons a outros
compostos também faz da glutationa um bom redutor. A combinacédo de
sua abundancia nos organismos aerébicos e das propriedades quimicas
do grupo -SH suporta a proposta de que a GSH surgiu na evolugédo
bioguimica como uma protecdo contra EROs e compostos eletrofilicos
gerados por processos oxidativos (HALLIWELL et al., 2007; HUBER
et al., 2008).

3.6 ESTRESSE OXIDATIVO E SISTEMA REPRODUTOR
MASCULINO

No contexto da reprodugdo humana, a producéo excessiva de EROs
pode sobrecarregar estratégias de defesa antioxidante do espermatozoide
e do plasma seminal, desencadeando estresse oxidativo (de
LAMIRANDE et al.,, 1997). Quando os antioxidantes naturais do
esperma ndo podem impedir a producdo exdgena de EROs da prépria
célula ocorre lesdo celular, causando danos aos espermatozoides que
podem estar relacionados & infertilidade masculina (BANSAL et al.,
2010).

Pesquisas  demostraram  que  espermatozoides  humanos
morfologicamente anormais tém uma maior capacidade de geracdo de
EROs e uma redugio na capacidade antioxidante (SANCHEZ, 2012). O
estresse psicoldgico produz uma reducdo na capacidade do sémen por
um mecanismo relacionado com a deterioracdo da unidade central de
gonadotrofina. No entanto, estudos prospectivos tém vinculado o
periodo de estresse psicolégico com uma reducdo na qualidade do
esperma mediado por um aumento na geracdo de EROs do plasma
seminal e uma reducdo na protecdo antioxidante (ESKIOCAK et al.,
2007).

Todos os componentes celulares sdo alvos potenciais na condicdo
de estresse oxidativo. A extensdo dos danos induzidos nessas
circunstancias ndo depende apenas da natureza e da quantidade de EROs
envolvidas, mas também do momento e da duracdo da exposicdo a
EROs e ainda de fatores extracelulares, tais como temperatura, presséo
de O,, bem como da composi¢cdo do meio que envolve a célula (por
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exemplo, ions, proteinas e sequestrantes de EROs) (AGARWAL et al.,
2003). Alteracbes nas enzimas antioxidantes e reducdo nas
concentragdes de GSH tém sido correlacionadas com a sub-fertilidade
ou infertilidade (WANG et al., 2003). O plasma seminal de homens
férteis tem maior capacidade total antioxidante do que o plasma seminal
de homens inférteis (LEWIS et al., 1995).

Imhof e colaboradores (2011) realizaram um estudo em que
homens inférteis foram tratados durante trés meses com uma
combinacdo de L-carnitina, L-arginina, zinco, Vitamina E, glutationa,
selénio, coenzima Q10 e acido folico. Os resultados demonstraram um
aumento significativo do volume ejaculatério, concentracdo de
espermatozoides, motilidade (progressiva e total) e da percentagem de
morfologia normal, em comparagdo ao grupo controle. Isso pode
sugerir, ja que foram utilizados antioxidantes por um periodo
consideravel de tempo, em como uma condicdo de estresse oxidativo
pode influenciar na fertilidade masculina. Nesse contexto, justifica-se
que o uso de terapias com antioxidantes por meio de suplementacdo
pode representar uma melhora no potencial da fertilidade masculina bem
como a qualidade do sémen (AHMAD et al., 2010).

3.7 ESTRESSE OXIDATIVO E SISTEMA PURINERGICO

Ja se tem conhecimento que RL podem ser toxicos; entretanto,
podem  também  funcionar como  moléculas  sinalizadoras
(D’AUTREAUX et al., 2007). Estudos em uma linhagem de células de
macréfagos de ratos demonstrou que a ativagdo de receptores do tipo
P2X; contribuiu para a producdo de EROs com consequente ativacdo de
p38 MAPK e da cinase c-Jun N-terminal (JNK). O estudo sugere que,
através da producdo de EROs, o P2X; desempenha um papel critico na
atividade inflamatéria e antimicrobiana dos macréfagos (PFEIFFER et
al., 2007).

Da mesma forma, macrofagos peritoneais de ratos foram
encontrados por responder ao ATPe seguida da producdo de EROs,
envolvendo presumivelmente receptores P2X; (ZHU et al., 2014). Além
disso, a estimulacdo de uma linhagem celular de macrofagos alveolares
de ratos com ATPe (possivelmente através de P2X;) e outros
nucleotideos extracelulares levou a produgdo transiente de
concentracOes elevadas de EROs. Mediante isso, observou-se a ativacao
da via da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) bem como subsequente
ativagdo da proteina cinase B (AKT) e da proteina cinase regulada por
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sinal extracelular (ERK1/2). Curiosamente, a formacdo de EROs
dependente da ativacdo da PI3K foi envolvida na ativagdo da caspase-1
e 0 processamento da secrecdo de interleucina-1p (IL-1pB) e interleucina-
18 (IL-18), sugerindo que as EROs podem ser mediadores importantes
induzidos por receptores P2X; com liberagdo de citocinas pro-
inflamatdrias (CRUZ et al., 2007).

3.8 GLUTAMATO

Nos altimos 40 anos tem se discutido o papel e a homeostase do
glutamato no testiculo. Todavia, muito ainda precisa ser determinado a
fim de elucidar quais os mecanismos pelos quais o glutamato, que é
abundante no testiculo e fluidos testiculares, pode ser
compartimentalizado no testiculo de mamiferos (MUSHAHWAR et al.,
1973).

O glutamato €é o principal aminoacido livre no testiculo, epididimo
e no sémen da maioria dos mamiferos (HINTON, 1990). No sémen, o
glutamato é encontrado principalmente no plasma seminal ao invés do
espermatozoide, e ndo atravessa a barreira hemato-testicular (LEE et al.,
2011). Dentro do proprio testiculo, existem evidéncias limitadas de qual
o real papel do glutamato, embora ja se tenha demonstrado que tanto o
glutamato, como seu analogo (D-aspartato), sdo capazes de modificar a
atividade esteredoigénica. No plasma do epididimo, uma variedade de
moléculas, incluindo o glutamato, parece ser essencial na conversao de
gametas em células competentes e funcionais. Por conseguinte,
transportadores de glutamato sdo necessarios para que este aminoacido
possa se dirigir para o limen do epididimo (WAGENFELD et al.,
2002).

Basicamente, ha dois parametros-chave que influenciam na
homeostase do glutamato em um tecido, os quais séo: (i) a presencga de
uma barreira que restringe o fluxo de glutamato do sangue; e (ii)
transportadores nas membranas plasmaticas de células que removem
glutamato a partir do espaco extracelular. Nesse contexto, identifica-se
certa homologia entre o testiculo e o cérebro de mamiferos, ao passo de
que a barreira hemato-testicular ¢ homdloga, mas, estruturalmente
distinta da barreira hemato-encefalica (DANBOLT, 2001; LEE et al.,
2011).

A barreira hemato-testicular é predominantemente formada por
juncgdes apertadas entre as células de Sertoli, no entanto, as células de
Leydig no meio intersticial demonstram uma consideravel homologia
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antigénica com os astrocitos, o que também pode influenciar nas
propriedades da barreira. A barreira hemato-encefalica é induzida por
astrocitos e é constituida de juncdes entre células endoteliais. Os
astrdcitos sdo os principais reguladores do glutamato extracelular no
cérebro devido a expressdo de transportadores de glutamato, o que
permite 0 associar a célula de Leydig, isso se deve ao fato de que a
célula de Leydig apresenta, em maior propor¢do que outras células
testiculares, a expressdo de transportadores para glutamato e ainda
algumas caracteristicas similares aos astrécitos e outras células
(DANBOLT, 2001; WILLIAMS et al., 2005).

3.8.1 Transportadores de Glutamato no testiculo

Os transportadores para glutamato (GLTs) tém sido classificados
em subtipos diferentes, incluindo o transportador de glutamato aspartato
(GLAST), o transportador de aminoacido excitatério 1 (EAAT1), o
transportador de glutamato-1 (GLT-1), bem como os transportadores de
aminoacidos excitatérios 3, 4 e 5 (EAAT3, EAAT4 e EAATDH)
(DANBOLT, 2001).

A literatura relacionada a expressdo de transportadores para
glutamato no testiculo é limitada; entretanto, alguns estudos
evidenciaram a presenca desses transportadores neste tecido. Takarada e
colaboradores (2004), demonstraram a presenca de acido ribonucleico
mensageiro (RNAm) para os transportadores de glutamato GLAST,
GLT1, EAAT4 e EAATS no testiculo. Entretanto, as evidéncias
referentes a estes transportadores sdo controversas. Técnicas de
imunocitoquimica demonstraram a presenga da proteina GLAST em
células de Leydig, por outro lado, a mesma néo foi detectada no Western
blot, uma disparidade atribuida, provavelmente, a diferencas de
sensibilidades metodolégicas. Por outro lado, tanto imunomarcacéo
como Western blot evidenciaram a presenca de GLT1; todavia, em uma
massa molar mais baixo do que o tamanho previsto para 0 comprimento
completo de GLT1, enquanto que o EAAT4 ndo foi detectavel
(TAKARADA et al., 2004).

Hu e colaboradores (2004), relataram a presenca de RNAm para
GLT1 e EAAT1 no testiculo, e que uma parte do transporte do
glutamato nos testiculos pode ser inibida pelo diidrokainato, que € um
inibidor seletivo GLT1, sugerindo a possibilidade de receptores
funcionais no testiculo. Técnicas de imunohistoquimica, também
demonstraram a presenca da proteina GLT1 no esperma de ratos e
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humanos. Coletivamente, estes dados sugerem uma distribuicdo mais
ampla dos transportadores de glutamato no testiculo além de uma
expressao similar ao astrocito quando referente as células de Leydig,
com a ressalva de que muitas das proteinas detectadas podem néo ser
versdes tipicas dos transportadores de glutamato normalmente
encontrados em astrocitos no cérebro (HU et al., 2004; LEE et al.,
2011).

O glutamato enddgeno ja foi demonstrado em um grande ndmero
de células nos testiculos. Exce¢des notaveis incluiram as células de
Leydig que acumulam D-aspartato e expressam GLAST1a mas contém
pouco glutamato detectavel. Isto pode ser atribuido ao fenotipo
semelhante ao astrécito destas células, uma vez que expressam niveis
elevados de GS, uma enzima que metaboliza rapidamente qualquer
glutamato disponivel em glutamina (HOLASH et al., 1993; VAN
STRAATEN et al., 2006).

Acredita-se que células que expressam a enzima glutamato
desidrogenase e a glutamato sintase, tais como as células de Sertoli,
podem conter quantidades detectaveis de glutamato (SPANAKI et al.,
2010). Entretanto, Lee e colaboradores (2011) observaram a falta de
glutamato nas células de Sertoli, o que sugere que o glutamato ou é
rapidamente metabolizado em outros compostos, ou, plausivelmente (ja
gue a glutamato desidrogenase é reversivel), pode ocorrer a conducéo do
catabolismo de glutamato de volta para a-cetoglutarato.

Vérias fungdes tém sido propostas para o glutamato além das a¢des
putativas como um ‘neurotransmissor' e como um osmolito. Estas
fungdes incluem a producdo de acido y-aminobutirico (GABA) e
glutationa (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina). Dado que o0 GABA parece
ser sintetizado tanto pelo esperma como pelas células de Leydig, isto
seria compativel com a opinido de que GLAST1a e GLAST1b podem
fornecer algum glutamato para este processo de sintese em células de
Leydig. Da mesma forma, concentracdes elevadas de glutationa bem
como a maquinaria sintética para produzi-la estdo presentes nos
testiculos, particularmente em células, tais como espermatogénias,
espermatocitos e células de Sertoli (CASTELLO'N, 2003;
GEIGERSEDER et al., 2003; PERSSON et al., 1990).

3.9 CALCIO COMO UMA MOLECULA SINALIZADORA

Normalmente, as concentracdes intracelulares de Ca* livre sdo
baixas, cerca de 0,1 UM ou menos. As concentraces de Ca’* total na
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célula sdo muito maiores, mas a maioria deste é sequestrado pela
mitocdndria e o reticulo endoplasmatico, ou ainda, flcam ligados a
proteinas citoplasmaticas. Aumentos transitorios de Ca®" livre regulam
muitos processos fisiolégicos, incluindo a proliferacdo celular e a
liberacdo de  neurotransmissores. Moléculas de sinalizacdo
extracelulares interagem com receptores de superficie celular e
conduzem a liberagdo de Ca”" a partir do reticulo endoplasmético por
estimulacdo da sintese de um mensagelro intracelular: o IP3. Este
composto permite a saida de Ca®* para o C|tosol No entanto, aumentos
descontrolados nas concentragbes de Ca®" intracelular "livre" podem
desencadear dano e morte celular (HALLIWELL et al., 2007).

O contetido dos sinais mediados por Ca®* pode ser determinado
pela localizacdo, frequéncia, periodo e amplltude dos picos de Ca*'
Assim, a sequéncia temporal dos sinais do Ca*" tem uma fungao
regulatéria em muitos processos f|S|oIog|cos Em linfécitos B, por
exemplo, a amplltude da oscilagdo de Ca®* pode ser observada. Estes
criam sinais de Ca®* de alta e baixa amplitude, iniciados pelo mesmo
sinal extracelular, que é a ligacdo do antigeno com o receptor da célula
B (KRAUSS, 2003).

Como a concentracdo de Ca’* no citosol deve ser baixa, existem
mecanismos que mantém este gradiente em concentracGes normais. 1sso
pode se dar pela saida do ion de forma ativa por meio de bombas de
Ca®* presentes na membrana plasmatica, no reticulo endoplasmatico e
na mitocondria. Existem pelo menos dois mecanismos distintos que
bombeiam o célcio para fora da célula (KHANNA et al., 1988).

O primeiro deles ¢ a bomba de Ca’*-ATPase em que o Ca**
transportado contra um gradiente de concentragdo, ou seja, envolve
consumo de energia com gasto de ATP. Esse mecanismo é regulado por
proteinas Ca**-calmodulinas, proteinas ligantes ao Ca®* e o sistema de
troca Na'/Ca?", o qual utiliza um gradiente de Na* através da membrana,
que é mantido pela atividade da bomba de Na®, para dirigir o efluxo de
Ca®* (CARAFOLI et al., 1996; PETERSEN et al., 1994).

Em contrapartida, uma variedade de canais é capaz de mediar o
influxo de Ca®*, os quais podem ser agrupados de acordo com o seu
mecanismo de abertura:

e Canais operados por receptores, os quais séo modulados pela

ligacdo de agonistas/antagonistas;

e Canais operados por segundos mensageiros como nucleotideos,

DAG, entre outros;
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e Canais operados por estoque que se abrem em resposta a
diminuicdo da concentracdo de Ca" intracelular, denominado
de entrada capacitativa de Ca*, o qual é mediado pela
participacdo do reticulo endoplasmaético;

e Canais de Ca?" dependentes de voltagem (CCDV), ativados por
despolarizacdo da membrana. Estes canais séo classificados em
tipo L, T, P, Q e R, os quais diferem entre si no modo de
regulacdo, na cinética de ativacdo e na inativacdo via Ca** e
sensibilidade a toxinas especificas;

(ALBERTS et al., 2015; KRAUSS, 2003)

Neurotransmissores, hormonios e fatores de crescimento utilizam a
via de sinalizacdo do Ca*" como rota para varios processos celulares,
como secrecdo, sintese de segundos mensageiros, ativacdo de sistemas
enzimaticos, transporte de aclcares e aminoacidos, modificacfes no
citoesqueleto, proliferacdo celular e reacbes do metabolismo
intermediario celular (ZAMONER et al., 2007).

Ha estudos que demonstram que a modulacdo das concentracdes
intracelulares de Ca®* parece ser essencial para a reproducdo em
machos. Trabalhos realizados com bloqueadores de canais de Ca*'
demonstraram que a falta deste ion no meio intracelular, desencadeia um
estresse oxidativo significativo, com diminui¢do nas concentracdes de
GSH, lipoperoxidacdo da membrana dos espermatozoides, alteragdes
nas enzimas antioxidantes, reducdo na contagem de espermatozoides no
epididimo e na motilidade dos espermatozoides, alteracdo no indice de
fertilidade com redugdo no tamanho da ninhada em ratos
(MORAKINYO et al., 2009; 2011).

3.9.1 Caélcio, ATP e o sistema reprodutor masculino

Os sinais de Ca*" gerados pela ativacdo de receptores P2X e P2Y
em células de Sertoli de ratos podem ser acoplados a mobilizacdo de
Ca®" mitocondrial (BJELOBABA et al., 2015). Em ratos e nas células
de Leydig de ratos, o ATPe também aumenta o Ca** citosélico e a
secrecdo de testosterona, sendo a secrecdo de testosterona dependente
do influxo de Ca®* sustentado pela ativacdo dos receptores P2Y
(FORESTA et al., 1996), indicando o seu papel modulador na produgéo
de androgenos através da ativacdo desses receptores.

Nas células de Sertoli, 0 ATPe aumenta as concentracdes de Ca?*
citosélico e a secrecdo de esteroides, provavelmente por meio do influxo
de Ca®*/Na* dependente dos receptores do tipo P2X, e P2X7, bem como
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mobilizacdo de Ca®* via receptores P2Y; e P2Y, (FORESTA et al,
1995;. KO et al, 2003;. ROSSATO et al., 2001). O ATPe também
aumenta o potencial de fertilizacdo do esperma in vitro (ROSSATO et
al., 1999), presumivelmente através da ativacdo de canais de ATP
condutores de Na* (FORESTA et al., 1996).

Ko e colaboradores (2003) evidenciaram dados que revelam que os
receptores P2X; e P2X3 ndo ocasionaram um aumento perceptivel nas
concentragdes de Ca®" intracelular em células de Sertoli, via estimulag&o
por um agonista especifico, o a-pf-metileno ATP. Em vez disso, o Bz-
ATP, um agonista altamente potente e especifico para os receptores do
tipo P2X5, estimulou um aumento nas concentracGes intracelulares de
Ca?*. Embora anélises de RNA a partir de células de Sertoli isoladas
tenham evidenciado a presenca de receptores P2X; e P2X,, dados
farmacoldgicos sugeriram que o P2X5, mas ndo o P2X,, esta envolvido
na mediacéo da resposta de Ca*" em células de Sertoli via estimulagdo
através do BzATP.

Veitinger e colaboradores (2011) demonstraram que as células de
Sertoli sdo equipadas para responder a sinais de ATPe persistentes ou
muito curtos. Além disso, as correntes mediadas pelo receptor P2X,
desencadeiam uma despolarizagdo de membrana substancial e
potencialmente regenerativa (por exemplo, canais de Ca** dependentes
de voltagem) mostrando uma forte entrada retificada, que sé&o
moduladas por prétons e oligoelementos. Tanto zinco, como cobre
potencializam as correntes induzidas pelo ATPe via P2X,.
Curiosamente, as concentracdes de zinco testiculares elevados sdo
importantes para a reproducdo masculina e a deficiéncia de zinco leva a
disfuncdo gonadal e diminuicdo da espermatogénese (BEDWAL;
BAHUGUNA, 1994).

A mobilizacdo de Ca** desencadeada pela interagdo de purinas com
seus respectivos receptores pode, dessa forma, proporcionar uma via
eficaz para a manutencdo da homeostase nas células de Sertoli no
estagio do desenvolvimento. Vale ressaltar a participacdo da rede
mitocondrial presente na célula de Sertoli, identificada como um
componente-chave da sinalizacdo mediada pelo Ca®*, caracterizada
como sendo um “kit de ferramentas” por Veitinger e colaboradores
(2011), isso ocorre pelo fato de que estas mitocondrias ramificadas e
alongadas estendem-se desde a regido perinuclear até areas celulares
distais. Essa localizacdo perinuclear predominante foi demonstrada
como refletindo uma posicéao estratégica capaz de impedir a propagacéo
descontrolada de sinais de Ca®* para o nicleo.
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4 HIPOTESE

Considerando a inconsisténcia e a caréncia de estudos referentes as
acOes mediadas pelo ATPe em concentracBes milimolares em células
testiculares, este estudo pretende demonstrar de que forma o ATPe, em
elevadas concentracBes, pode desencadear efeitos modulatérios em
pardmetros bioquimicos importantes para a funcéo fisioldgica normal do
testiculo. Para tanto, esses mecanismos serdo estudados em testiculos de
ratos imaturos, via interacdo desta purina com purinoceptores, dentre 0s
quais, acredita-se que 0o mecanismo se dé via ativacdo do purinoreceptor
P2X5, devido a utilizago de concentragdes milimolares do ATPe. A fim
de comprovar essa hipdtese, foram estudadas as acdes rapidas desta
purina sobre o testiculo de ratos de 15 dias de idade, avaliando-se
diferentes parametros bioquimicos: influxo de *°Ca*", captacéo de [*C]-
glutamato, atividade da enzima GS, da y-GT e das aminotransferases
(AST e ALT), atividade das enzimas envolvidas no sistema de defesa
antioxidante, bem como concentra¢es de GSH, TBARS e proteina
carbonilada, como também a viabilidade celular por meio da atividade
da LDH liberada no meio extracelular. A figura 4 apresenta
esquematicamente a hipétese deste estudo sugerindo que o ATPe possa
induzir estresse oxidativo ap6s a ativacdo de purinoceptores de
superficie do tipo P,X; e consequente influxo de Ca**.

Figura 4. Representacdo esquematica da hipoOtese de efeito do ATPe em
testiculos de ratos imaturos.
CaZ+

Receptor P,X;

Ty T T YO VYo T ST ot STt oy OOy ST T

» Estresse oxidativo;

* Modulagao da atividade
enzimatica;

+ Alteragoes na captagao e
metabolismo de glutamato.

Fonte: Do autor
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5 METODOLOGIA
5.1 MATERIAIS

As substancias radioativas, [*Ca?]-CaCl, (sp. act. 321 KBg/mg
Ca?") e [**C]-glutamato (atividade especifica 1,85 MBq) foram obtidas
da “Du Pont NEN Products” (Boston, EUA), e o liquido de cintilagdao
biodegradavel Optiphase Hisafe Il foi adquirido da Perkin Elmer (S&o
Paulo, SP, Brasil). O sal dissddico de 5’trifosfato de adenosina (ATP), a
adenosina e os reagentes referentes as analises de biomarcadores de
estresse oxidativo, todos os inibidores enzimaticos, antagonistas de
receptores, bloqueadores de canais, substancias antioxidantes, foram
adquiridos da marca Sigma (St. Louis, MO, EUA). Os demais reagentes
foram de grau analitico (P.A).

52 METODOS
5.2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com 15 dias de idade obtidos
no Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catariana. Os
animais foram mantidos em gaiolas plasticas e submetidos a um ciclo
claro/escuro (12/12 horas), em sala climatizada com temperatura
controlada, racdo e agua & vontade. Todos os animais foram
monitorados e mantidos conforme as recomendagdes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
protocolo experimental foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(CEUA/UFSC#PP00820).

5.2.2 Tratamento in vitro

O ATP foi utilizado em modelo experimental de exposicdo in vitro
com o intuito de avaliar as agBes desta substancia sobre células
testiculares. Para tanto, foram utilizados ratos Wistar de 15 dias de idade
(corresponde ao periodo pré-pubere do desenvolvimento sexual). No dia
do experimento os animais foram eutanasiados por decapitacdo, 0S
testiculos foram removidos, descapsulados e fatiados. As porcdes
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testiculares foram previamente incubadas por 15 min em soluc¢éo salina
balanceada de Hanks (HBSS = CaCl, 1,29 mM, NaCl 136,9 mM, KCI
5,36 mM, MgSO, 0,65 mM, Na,HPO,) a fim de estabilizar o tecido.

Essa etapa foi seguida de uma incubacdo de 30 minutos na
presenca ou auséncia de 1mM de ATP. Nos experimentos em que se
utilizaram inibidores enzimaticos, antagonistas de receptores,
bloqueadores de canais ou substancias antioxidantes, as fatias foram
pré-incubadas novamente por 15 minutos na presenca ou auséncia de
tais substancias e posteriormente incubadas por 30 minutos na presenca
ou auséncia de ATP. Ao final da incubacdo o tecido foi rapidamente
homogeneizado em tampdes especificos, de acordo com a determinagdo
bioguimica a ser realizada.

As purinas extracelulares ATP e Ado podem ser visualizadas na
tabela 1 enquanto que os blogueadores de canais e inibidores
enzimaticos utilizados podem ser visualizados na tabela 2.

Tabela 1 — Estrutura do ATP e Ado.

Composto Estrutura Quimica
NH,
N/ N
L LY
ATP A N7 N
HO-P-0-P-0-P-0 o
ONa ONa OH
« xH,0 OH OH
NH,
e
R
N
Ado Ho
0
OH OH

Fonte: www.sigmaaldrich.com/brazil



75

Tabela 2 — Compostos utilizados para estudar o mecanismo de acdo do ATPe
sobre células testiculares.

Composto Acéo Estrutura quimica
Farmacolégica
QHa O+ CHs
BAPTA-AM Quelar;te de o 0 oo
+ o O
intrgt?elular Hac)LOAOJ\ ko OT N
N_Ag N/\n,ovc
ey
Agonista W ”‘ .
seletivo vofoBoRo 5 . oo
purinérgico o on °“OH
BzATP P2X mais
potente que o
ATPe para RS
receptores P2X;
Coomassie Antagonista
brilliant P2X;
blue G g
S-ONa
6
EGTA Agente quelante -
de Ca**
o 0 SH
GSH Antioxidante H
oA A,
NH; (@]
Br
H\/\/CJ/
HNT X
H-89 Inibidor da 0=5=0
PKA « 2HCI
-4 I - XHZO
N
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HO OH
VitaminaC  Antioxidante H —
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5.3 INFLUXO DE “CA*

Porcoes testiculares de ratos 15 dias de idade foram pré-incubadas
por 15 minutos a 34°C, em solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS
= CaCl, 1,29 mM, NaCl 136,9 mM, KCI 5,36 mM, MgSO, 0,65 mM,
Na,HPO,). Seguida esta etapa, 0 meio foi trocado por HBSS fresco com
0,1 pCi/mL *Ca’* e o tecido incubado durante 30 minutos na auséncia
ou presenca de 1 mM de ATP. Posteriormente, o “>Ca”" extracelular foi
totalmente lavado com uma solucédo de cloreto de lantanio (NaCl 127,5
mM, KCI 4,6 mM, MgSO, 1,2 mM, HEPES 10 mM, glicose 11 mM,
LaCl; 10 mM, pH 7,3 a 2 °C) (BATRA; SJOGREN, 1983)
interrompendo o fluxo de célcio na preparagdo. Apds 10 min, a solucéo
de cloreto de lantanio foi removida e 300 pL de NaOH 0,5 M foram
adicionados a cada amostra. Aliquotas de 100 pL deste homogeneizado
foram colocadas em liquido de cintilacdo para a determinacdo da
radioatividade, que foi realizada em espectrometro de cintilagdo liquida
(Modelo LS 6500, Multi-Porpose Scintillation Counter-Beckman
Coulter, Boston, USA), ¢ uma aliquota de 5 pL foi usada para a
dosagem de proteinas pelo método de Lowry e colaboradores (1951). Os
resultados foram expressos como pmol “Ca?* /ug de proteina
(ZAMONER et al., 2007).



78

5.4 CAPTACAO DE [**C]-GLUTAMATO

A captagdo de glutamato foi determinada porcOes testiculares de
ratos de 15 dias de idade. Inicialmente o tecido foi pré-incubado por 15
minutos a 34°C, em solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS = CaCl,
1,29 mM, NaCl 136,9 mM, KCI 5,36 mM, MgSQO, 0,65 mM, Na,HPO,)
a fim de estabilizar o tecido. Esta etapa permitiu o inicio da captacéo,
sendo 0 meio trocado com a adi¢do de 0,2 uCi [*C]-glutamato. As
porgdes testiculares permaneciam por 10 minutos nesse meio de
captagdo na auséncia ou presenga de 1 mM de ATP. A incubacdo foi
interrompida com a retirada do meio de captacdo e lavagem por duas
vezes com 200 pl de HBSS gelado. Para solubilizagdo das porcgdes
testiculares, estas foram adicionadas em 300ul de uma solugdo de
NaOH 0,1 M/SDS 0,01%. Apbés a completa solubilizacdo, foi
determinado o conteldo intracelular de glutamato pela avaliagdo de
cintilacdo liquida. A captacdo de glutamato foi corrigida para a unido
ndo-especifica em ensaios realizados na auséncia de ions sodio, sendo
este sal substituido por cloreto de colina. Uma aliquota de 5 pL foi
usada para a dosagem de proteinas pelo método de Lowry e
colaboradores (1951). Os resultados foram expressos como nmol [*C] -
glutamato/ug proteina/min.

5.5 CONTEUDO DE GLUTATIONA

Para determinar o conteldo de GSH, as fatias de testiculos foram
pesadas e homogeneizadas em solucdo de acido tricloroacético 12%,
(TCA 12%) na proporgdo de 1:10 (p/v). Utilizou-se uma aliquota de 5
pL para a dosagem de proteinas pelo método de Lowry. As
determinacGes foram realizadas com o sobrenadante apds a
centrifugacdo do homogeneizado (5000xg durante 5 minutos).
Realizaram-se as analises em duplicata, e mantidas em gelo durante todo
0 ensaio. As concentracdes de glutationa foram determinados segundo o
método descrito por Beutler et al. (1963), que é baseado na reacdo da
GSH com DTNB (5,5’-Ditiobis (4cido 2-nitrobenzdico) formando um
anion conjugado, TNB (acido tionitrobenzdico) de cor amarelada, que é
mensuravel em 412 nm. Para a realizacdo da técnica, uma aliquota de 50
ulL da amostra foi acrescentada na cubeta contendo 950 pL de tampéo
fosfato 0,2 M pH 8,0, seguida da adi¢do de 100 uL de DTNB 2,5 mM.
Apos cerca de 2 min obtem-se a maxima formacdo de TNB, que foi
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medido por espectrofotometria. Os resultados foram expressos como
contetido de GSH em pumol.g—1.

5.6 ATIVIDADE ENZIMATICA

As porcles testiculares foram pré-incubadas por 15 minutos em
HBSS, e posteriormente incubadas durante 30 minutos na presenca ou
auséncia de 1 mM de ATP.

5.6.1 y-Glutamil-Transferase

Apo6s a incubacdo das fatias de testiculos na presenca ou auséncia
de ATP (1 mM), inibidores de vias de sinalizagéo e/ou blogueadores de
canais, as fatias foram homogeneizadas em 300uL de tampao Tris—HCI
0,1 M, pH 8,5, e a concentracdo de proteinas foi determinada pelo
método de Lowry e colaboradores (1951). A atividade da y-GT foi
determinada usando-se a técnica modificada descrita por Orlowsky e
Meister (1963), utilizando L-y- glutamil-p-nitroanilida como substrato e
glicilglicina como molécula aceptora.

Aliquotas do homogeneizado foram incubadas com o substrato
enzimatico por 150 minutos em banho-maria, e a reacdo enzimatica foi
boqueada pela adicdo de &cido acético. As absorbancias das amostras
foram determinadas num leitor de placas (Tecan Infinite® 200 PRO) a
530nm. Os resultados foram expressos como U/L/pg proteina.

5.6.2 Glutamina Sintetase

A fim de avaliar a atividade da enzima glutamina sintetase, fatias
de testiculo foram homogeneizadas em 150 uL de tampdo de lise
(imidazol 20 mM; KCI 150 mM; EDTA 0,1 mM — pH 6,8). Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante foi separado. 50 uL deste sobrenadante foi adicionado em
100 pL de imidazol-HCI 80 mM, pH 7,0 (imidazol-HCI 80 mM,
glutamina 30 mM, MnCl, 3 mM, hidroxilamina-HCI 30mM, arseniato
de sédio 20 mM, ADP 4 mM). Ap6s 30 minutos de incubacdo a 37°C a
reacdo foi parada por adi¢do de 200 pL de uma mistura contendo FeCl;
3,7mM:; Acido tricloroacético 1,2 M; HCI 10 M e agua. O produto da
reagdo, y-glutamilhidroxamato, foi mensurado a 540 nm utilizando um
leitor de ELISA e convertido para a quantidade de produto formado por
comparagdo com uma curva padrdo. A atividade enzimatica foi expressa
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como mM hidroxamato/mg proteina (SHAPIRO; STADTMAN, 1970;
COSTA etal., 2012).

5.6.3 Glicose-6-fosfato desidrogenase

Para 0 ensaio da enzima G6PD, as fatias de testiculos foram
homogeneizadas em tampao Tris-HCI 0,2 M, pH 7,4, e a concentracdo
de proteinas foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951). Uma
aliquota do homogeneizado foi incubada na presenca de NADP®
levando a oxidacdo da glicose-6-fosfato a 6-fosfogliconato. O NADPH
produzido foi quantificado de modo cinético a 570 nm durante 10
minutos. Os resultados foram calculados pela avaliacdo do aumento da
densidade dptica por minuto (declinio) da amostra contra o "declinio™ da
atividade enzimatica do padrdo de G6PD. Os resultados foram expressos
como U/pg proteina.

5.6.4 Alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase

As fatias foram homogeneizadas em 300uL de tampdo Tris—HCI
0,5 M, pH 7,4, e a concentragdo de proteinas foi determinada pelo
método de Lowry e colaboradores (1951), sendo que a atividade das
enzimas AST e ALT foram determinadas através da utilizacdo de Kits
colorimétricos (Gold Analisa®), adaptados a partir das instrucdes do
fabricante. Os resultados foram expressos como U/L/mg de proteina.

Na reacdo, a AST catalisa a transferéncia do grupo amina do
substrato acido-L-aspartico para o &cido alfa-cetogutarico com formagéo
de glutamato e oxaloacetato. O oxaloacetato formado reage com a 2-4-
dinitrofenilhidrazina, formando a hidrazona. A ALT catalisa a
transferéncia do grupo amina do substrato L-alanina para o acido alfa-
cetogutarico com formag&o de glutamato e piruvato. O piruvato formado
reage com a 2-4-dinitrofenilhidrazina também formando a hidrazona. A
partir dai, ambas as reacdes adquirem coloracdo maxima pela adicdo de
hidréxido de sodio, e a intensidade da coloracdo (leitura em 505nm) é
proporcional a atividade enzimética da amostra.

5.7 VIABILIDADE CELULAR - ATIVIDADE DA LDH LIBERADA
NO MEIO EXTRACELULAR

A atividade da LDH no meio extracelular foi medida através de um
método colorimétrico (leitura a 500 nm) utilizando-se um “kit”
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comercial (Dolles®). A atividade da LDH foi determinada através da
mensuracdo da oxidagdo do NADH e os resultados foram expressos
como U/L/mg de proteina. A metodologia foi adaptada a partir das
instrucdes do fabricante.

5.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES

Para a determinacdo dos niveis dos marcadores de danos oxidativos
(TBARS e proteina carbonilada), bem como da atividade das enzimas
antioxidantes CAT, GPx, GR e GST, as porgdes testiculares foram
pesadas, pré-incubados em HBSS e posteriormente incubados na
presencga ou auséncia de 1mM de ATP por 30 min. Apds a incubacdo, as
fatias foram homogeneizadas em uma solugéo contendo tampdo fosfato
de s6dio 20 mM, pH 7,4; 0,1% Triton x100 e NaCl 150 mM, (1:20 p/v).
Uma aliquota foi usada para a dosagem de proteinas pelo método de
Lowry e colaboradores (1951). As determinacdes enziméticas foram
realizadas usando-se o0 sobrenadante ap6s centrifugacdo do
homogeneizado (5.000 x g por 5 min). Todas as analises das enzimas
antioxidantes (CAT, GPx, GR e GST) foram determinadas em
triplicatas.

5.8.1 Catalase

A atividade da CAT foi determinada segundo o método descrito
por Aebi (1984), que é baseado na velocidade de degradacdo do
peroxido de hidrogénio (10mM) em tampédo fosfato 50mM pH 7,0.
Adicionou-se 2mL desta solugdo na cubeta, com acréscimo de 20uL da
amostra, em seguida realizou-se leitura da queda da absorbancia em
240nm durante 30 segundos. Os valores foram expressos em
mmol.g *.min".

5.8.2 Glutationa peroxidase

Para a andlise enziméatica de GPx o método de Flohé e Gunzler
(1984) foi utilizado, no qual a reacdo € baseada na reducdo de terc-
butilhidroperéxido (t-BuOOH) pela oxidagdo de GSH e formacdo de
GSSG, catalisada pela GPx, e consequente regeneracdo de GSH através
da enzima GR, com oxidacdo de NADPH em 340 nm. Portanto, a
velocidade de oxidagdo do NADPH é proporcional a atividade de GPx
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na amostra. Para a realizacdo da técnica, foi preparado um meio de
reacdo contendo 25 mL de tampé&o fosfato 0,1 M (pH 7,0), 8,6 mg de
NADPH, 10 mL de &cido dietilenotriaminopentacético (DPTA) a 5 mM,
15mL de 4gua destilada, 24 mg de GSH, e 5 U de GR, no momento do
ensaio. Em seguida, foram adicionados 10 uL de t-BuOOH e 10 pL de
amostra em 1 mL de um meio de reagdo na cubeta. Os valores foram
expressos em pmol.g *.min .

5.8.3 Glutationa redutase

Determinou-se a atividade da GR pelo método de Calberg e
Mannervick (1985), o qual verificou em 340 nm a taxa de oxidacdo do
NADPH devido a formacdo de GSH, a partir da GSSG, pela acdo desta
enzima presente na amostra. Um meio de reacdo contendo tampdo
fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg de glutationa
oxidada e DPTA 5mM foi adicionado na cubeta (0,95 mL), e a adicdo
de 50 uL de amostra deu inicio a reacdo que foi monitorada durante 3
minutos, gerando uma curva descendente. Os valores da atividade desta
enzima foram também expressos em pmol.g *.min .

5.8.4 Glutationa S-transferase

A atividade da GST foi determinada por espectrofotometria de
acordo com Habig e colaboradores (1976). A reacdo baseia-se nha
capacidade da GST em conjugar GSH no substrato, formando uma
substancia mensuravel em 340nm, monitorada durante 3 minutos. A
amostra foi adicionada a um meio contendo 10uL de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno 0,1M (CDNB) (substrato), 10uL. de GSH 0,1M e 970uL
de tampao fosfato 0,1M pH 7.0, além da cubeta de referéncia, na qual
foram adicionados 0s mesmos reagentes, com exce¢do da amostra. Os
valores foram expressos em pmol.g *.min .

59 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE DANOS
OXIDATIVO

5.9.1 Lipoperoxidacao tecidual - TBARS
O malondialdeido (MDA), produto da peroxidacao lipidica, reage

com o &cido tiobarbitdrico (TBA) formando um pigmento rosa que pode
ser medido por espectrofotometria (OHKAWA et al., 1979; BIRD et al.,
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1984). As concentra¢des de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) foram medidos em fatias de testiculo, homogeneizadas em
tampdo fosfato 0,02M pH 7,4 (1:20, p:v), seguido por centrifugacdo a
5.000 x g durante 5 minutos. A uma aliquota de 100uL do sobrenadante
foi acrescentado 1mL de TCA 12% e agitado em vortex.
Posteriormente, foi adicionado 900uL de tampao Tris-HCI 0,06M pH
7,4 e 1 mL TBA 0,73%, novamente agitado em vortex e levado para
aquecimento por 1 hora a 100°C. Apds este periodo as amostras foram
resfriadas em banho de gelo e centrifugadas a 5000 xg por 5 minutos. A
reacdo colorimétrica das amostras foi medida em espectrofotdmetro a
535nm. Os resultados foram expressos como nmol de MDA/g™ de
proteina.

5.9.2 Proteina Carbonilada

O dano oxidativo a proteinas por carbonilacdo foi determinado no
homogeneizado do hipocampo pelo método descrito por Levine e
colaboradores (1990). Inicialmente, foram adicionados 100 uL da
amostra em 600ul. de DNPH (24-dinitrofenilhidrazina) 10 mM
preparado em solugdo de HCI 2N, seguido de uma incubagéo durante 1
hora a temperatura ambiente protegido da luz, com agitacdo continua.
Apbs, foi adicionado 600uL. de TCA 20%, com agitagdo e banho de gelo
durante 10 min, seguido de centrifugacdo (5 minutos a 10.000 x g), e 0
sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado por trés vezes
consecutivas (centrifugacdo por 5 minutos a 10.000 x g), com 800 uL de
etanol-acetato de etila (1:1 v/v). Finalmente, o excesso de etanol-acetato
de etila foi retirado com auxilio de um cotonete e foram adicionados
900uL de guanidina 6,0 M preparada em solugdo de KH,PO, 20 Mm,
seguido de incubacdo em banho-maria a 37°C com agitacdo continua por
60 min, permitindo a posterior leitura a 360nm. A concentracdo de
proteina carbonilada foi expressa em nmol.mg™ proteina.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M.) de determinacbes feitas em ftriplicata. As comparacgdes
estatisticas foram realizadas através da analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Também foi utilizado
para avaliagdo de algumas amostras o teste “t” de Student. As diferencas
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encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para um

[33 2]

p” igual ou menor que 0,05.
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6 RESULTADOS

Neste estudo empregou-se um modelo experimental de tratamento
in vitro, em que foram incubadas porgdes testiculares na presenca de
ATPe e Ado. Foram utilizados ratos imaturos, em fase de
desenvolvimento sexual, com 15 dias de idade, a fim de identificar,
prioritariamente, qual o papel do ATPe neste periodo. As porcdes
testiculares dos animais foram incubados durante 30 minutos na
presenca ou auséncia de ATPe em uma concentragcdo de 1ImM com o
intuito de avaliar algum efeito modulatdrio desta molécula no
desenvolvimento testicular. Para tanto, foram determinados o influxo de
*Ca®*, as concentragdes de GSH e TBARS, assim como o dano
oxidativo as proteinas e a atividade das enzimas GPx, GR, GST, G6PD,
CAT e y-GT, com énfase a investigacdo do mecanismo de acdo do
ATPe sobre a atividade desta Ultima enzima. Ainda, investigou-se a
captacdo de [*“C]-glutamato e a viabilidade celular por meio da
liberacdo de LDH citosélica para o meio extracelular, bem como
realizou-se a mensuracdo da atividade das enzimas AST, ALT e GS,
com o intuito de se compreender o possivel papel do ATPe no
metabolismo do aminodcido excitatorio glutamato.

O ATP foi utilizado em uma concentracdo de 1mM, isso se deve ao
fato de que ja se tem estabelecido na literatura que esta concentracéo é
capaz de estimular receptores do subtipo P2X;, os quais ja foram
demonstrados na membrana das células testiculares, especialmente, em
células de Sertoli na referida concentragdo (KO et al., 2003;
VEITINGER et al., 2011).

Inicialmente, realizou-se uma curva de tempo-resposta de
exposicdo a0 ATPe no influxo de *°Ca? do ATPe. Os resultados
mostraram que 0s tempos no qual o ATPe apresenta efeitos maximos
foram apo6s 1 e 30 minutos (dados ndo mostrados). Sendo assim, 0s
experimentos subsequentes foram realizados ap6s 1 ou 30 minutos de
exposicado do tecido ao ATPe na concentracdo de 1mM.

6.1 INFLUXO DE *Ca**
Com o intuito de investigar o possivel efeito mediado pelo ATPe

no influxo de *Ca" em células testiculares de ratos imaturos, testiculos
foram expostos ao ATPe por 1 minuto (figura 5). Os resultados
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demonstraram que a exposi¢do ao ATPe por 1 min induz ao aumento no
influxo e acimulo de *°Ca?",

Figura 5 - Efeito do ATPe no influxo de “*Ca*" em testiculos de ratos imaturos.
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Porgoes testiculares foram incubados durante 1 minuto na presenca ou auséncia
de ATPe (ImM). Os resultados foram reportados como média + E.P.M. de 8
animais e expressos como pmol **Ca?/mL/ug de proteina. Analise estatistica:
Teste “t” de Student. ***p<0,001, comparado com o controle.

Fonte: do autor

6.1.1 Envolvimento dos purinoceptores do subtipo P2X; no
mecanismo de acdo do ATPe no influxo de “°Ca**

Com o objetivo de avaliar o envolvimento dos purinoceptores do
subtipo P2X; no mecanismo de acdo do ATP em células testiculares,
utilizou-se um antagonista especifico para este receptor, o Coomassie
brilliant blue G (1uM) na presenca e auséncia de ATPe (ImM). Os
resultados evidenciaram que o ATPe aumenta o influxo e o acimulo de
Ca** ap6s 1 minuto de incubagdo, enquanto que na presenca do
antagonista seletivo para o receptor P2X; e de ATPe, esse efeito no
aumento de “°Ca”* ¢ prevenido, o que pode evidenciar o envolvimento
deste receptor no aumento das concentracdes intracelulares de *°Ca®*
mediado pelo ATPe em células testiculares (figura 6).
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Figura 6 — Envolvimento do P2X; no mecanismo de acdo mediado pelo ATPe
na captaco de *°Ca’* em testiculos de ratos imaturos.
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PorcBes testiculares foram pré-incubados por 15 minutos em HBSS,
posteriormente incubados por 30 min na presenga de 0,1 uCi/mL de “°Ca®,
sendo que nos Ultimos 15 min de incubagdo foi adicionado ou ndo 1uM de
Coomassie brilliant blue G (antagonista P2X;). Em seguida, os testiculos foram
incubados na presenca ou auséncia de 1mM de ATPe por 1 min. Os resultados
foram reportados como a média + E.P.M. de 8 animais e expressos em pmol
**Ca’*/mg de proteina. Diferencas estatisticamente significativas a partir do
controle, foram determinadas atraves do teste ANOVA de uma via seguida de
teste de comparagbes maltiplas de Bonferroni: *p <0,05 comparado com o
grupo controle; “p<0,05 comparado com o grupo ATP.

Fonte: do autor

6.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS ENVOLVIDOS NO ESTRESSE
OXIDATIVO

Com o objetivo de avaliar um possivel mecanismo de inducéo de
estresse oxidativo mediado pelo ATPe em testiculos, parametros que
podem evidenciar o estresse oxidativo, como peroxidacdo lipidica e
oxidacdo de proteinas foram avaliados. Um aumento significativo nas
concentracBes de TBARS e proteina carbonilada foram evidenciados
nos grupos expostos ao ATPe, quando comparado com o controle
(figura 7A e 7B).
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Figura 7 - Efeitos do ATPe na peroxidagdo lipidica (A) e na carbonilagéo de
proteinas (B) em testiculos de ratos imaturos.
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Porgdes testiculares foram incubados na presenca ou auséncia de 1mM de ATP
por 30 min. Os resultados da mensuracdo das concentracfes de TBARS e
proteina carbonilada foram expressos como a média = E.P.M. de 8 animais.
Analise estatistica: teste “t” de Student. *p<0,05, ***p<0,001 comparado com 0
controle.

Fonte: do autor

A participacdo do ATPe como uma molécula mediadora de eventos
oxidativos ainda ndo esta estabelecida; entretanto, esses eventos podem
corroborar o aumento das concentracdes intracelulares de *°Ca?*. Nesse
contexto, os resultados ainda séo controversos na literatura, e isso se dé,
especialmente, pela caréncia de estudos com os nucleotideos de adenina
extracelular no tecido reprodutor. Sendo assim, foram avaliados varios
pardmetros do metabolismo oxidativo, tais como as defesas
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antioxidantes enziméticas e ndo enzimaticas. Avaliou-se o contetdo de
GSH, o qual ndo se alterou mediante exposicdo ao ATPe (figura 8A).
Por outro lado, quando referente a atividade da G6PD no testiculo de
ratos imaturos, observou-se que a incubacdo com ATPe resultou em
diminuigdo na atividade desta enzima (figura 8B).

Figura 8 — Efeito do ATPe no contetdo de GSH (A) e na atividade da G6PD (B)
em testiculos de ratos imaturos.
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Os resultados foram reportados como a média + E.P.M. de 8 animais.
Diferencas estatisticamente significativa a partir do controle, foram
determinadas através do teste “t” de Student: **p<0,01, quando comparado ao
grupo controle.
Fonte: do autor
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A figura 9 mostra que a exposicdo ao ATPe ndo altera a atividade
das enzimas GPx, GST, GR e CAT, as quais estdo envolvidas nas
defesas antioxidantes (figura 9A, B, C e D).

Figura 9 — Efeito do ATPe na atividade da GPx (A), GST (B), GR (C) e CAT
(D) em testiculos de ratos imaturos.
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Porcdes testiculares foram incubados na presenca ou auséncia de 1mM de ATP
por 30 min. Os resultados da mensuracdo dos niveis de GPx, GST, GR e CAT
foram expressos como a média = E.P.M. de 8 animais. Analise estatistica: teste
“t” de Student.
Fonte: do autor

Considerando que a y-GT é a enzima passo-limitante para o
“turnover” da GSH, e que alteracBes na oxidacdo de proteinas e
peroxidacéo lipidica podem estar relacionadas com insultos oxidativos,
talvez mediados pelo ATPe, investigou-se o efeito deste nucleotideo na
modulacdo da atividade desta enzima em testiculos de ratos imaturos.
Considerando-se que a hidrdlise do ATP via acdo das ectonucleotidases
pode levar a formagdo de Ado, investigou-se a seletividade do ATP na
modulacdo da atividade da y-GT incubando-se os testiculos com ATP
ou Ado. Os resultados evidenciaram que o ATPe diminui a atividade da
y-GT, enquanto que a Ado ndo altera a atividade desta enzima (figura
10), sugerindo o envolvimento de receptores para o nucleotideo e ndo
para o nucleosideo na modulacdo da atividade y-GT em testiculos de
ratos.
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Figura 10 — Efeito do ATPe e da Ado na atividade da y-GT em testiculos de
ratos imaturos.
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Porgdes testiculares foram incubados por 30 minutos na presenca ou auséncia
de 1mM de Ado e/ou de 1mM de ATPe. Os resultados foram reportados como a
média + E.P.M. de 8 animais. Diferencas estatisticamente significativas a partir
do controle, foram determinadas através do teste ANOVA de uma via seguida
de teste de comparac@es multiplas de Bonferroni: *p<0,05 comparado com o
grupo controle; “p<0,05 comparado com o grupo ATP.

Fonte: do autor

6.3 MECANISMOS ENVOLVIDOS NA AQAO DO ATPe NA
MODULACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA y-GT

Dada a importancia da y-GT no estabelecimento da homeostase na
célula, investigou-se 0 mecanismo de acdo envolvido na diminuicdo da
atividade da y-GT mediado pelo ATPe. Para tanto, foram utilizados
antioxidantes, quelantes de Ca®, bloqueadores de canais, agonistas e
antagonistas de receptores P2X e P2Y, bem como inibidores de vias de
sinalizacao.

Com o intuito de verificar a participacdo de receptores do tipo P2X
e/ou P2Y no mecanismo de acdo do ATPe, testiculos de ratos imaturos
foram expostos durante a incubacdo e a pré-incubacdo aos antagonistas
e a um agonista destes receptores (2MeSATP e Suramina, como
antagonistas P2X e P2Y, e 0 BZATP como agonista seletivo P2X e mais
potente que o ATPe nos receptores P2X-) (figura 11A e B).
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Figura 11 - Envolvimento dos receptores de membrana do tipo P2X e P2Y (A e
B) no mecanismo de a¢do do ATPe na atividade da y-GT em testiculo de ratos
imaturos.
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Porgdes testiculares foram pré-incubadas por 15 minutos na presenga ou
auséncia de BzATP (A) (agonista P2X) 100uM; Suramina (A) (antagonista P2X
e P2Y) 10uM e; 2MeSATP (B) (antagonista P2X e P2Y) 10uM; e incubadas 30
minutos com ou sem 1mM de ATPe. Os resultados foram reportados como a
média + E.P.M. de 8 animais. Diferencas estatisticamente significativas a partir
do controle, foram determinadas através do teste ANOVA de uma via seguida
de teste de comparagBes multiplas de Bonferroni: *p<0,05; **p<0,01 quando
comparado ao grupo controle; “p<0,05 comparado com o grupo ATP.

Fonte: do autor

Observou-se que 0s antagonistas previnem a diminuicdo da
atividade da y-GT mediada pelo ATPe, indicando que estes receptores
podem estar envolvidos no mecanismo pelo qual o ATPe atua. Quando
referente ao agonista P2X, observou-se que este sozinho também
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diminui a atividade da y-GT, e quando na presenca do ATPe, a atividade
da y-GT é muito similar ao ATPe sozinho, isso se da devido ao fato de
que ambos, provavelmente, atuam através dos mesmos receptores
(P2X7) (figura 11A e B).

Na tentativa de compreender a relagéo entre a atividade da y-GT e
as flutuages nas concentragBes de calcio intracelular, utilizou-se um
blogueador de CCDV do tipo L (a nifedipina -10uM), enquanto que o
BAPTA-AM (50uM) e o EGTA (2mM) foram utilizados como agentes
quelantes de Ca®* intracelular e extracelular, respectivamente. Os
resultados demonstraram que possivelmente 0 ATPe diminui a atividade
da y-GT via um mecanismo dependente de Ca®*, como observado pelo
aumento da atividade da y-GT quando houve a co-incubagdo com
EGTA e BAPTA-AM, mas esse mecanismo ndo se da via CCDV do
tipo L. Esses resultados evidenciaram uma possivel relacdo entre o
calcio intracelular e 0 mecanismo de acdo do ATPe (figura 12 A, B).

Por outro lado, com o intuito de avaliar possiveis vias de
sinalizacdo envolvidas no mecanismo de acdo do ATPe, foram
utilizados inibidores da PI3K, ERK1/2 e PKA (Wortmanina - 1mM,
PD98059 - 10uM e, H89 - 10uM, respectivamente). Os resultados
evidenciaram que o efeito do ATPe é dependente da ativacéo da PI3K e
ERK, mas independente de PKA (figura 12 C e D).

Figura 12 - Envolvimento do célcio e da PI3K e ERK no mecanismo de acéo do
ATPe sobre a atividade da y-GT no testiculo de ratos imaturos.
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Porgdes testiculares foram pré-incubadas por 15 minutos na presenga ou
auséncia de PD98059 (A) (inibidor da MEK1/2 ERK1/2) 10uM; BAPTA-AM
(A) (quelante de célcio intracelular) 50uM; EGTA (B) (quelante de célcio
extracelular) 2mM e; Wortmanina (C) (inibidor da PI3K) 1mM e,; H89 (D)
(inibidor da PKA) 10uM; Nifedipina (D) (bloqueador de CCDV-L) 10uM; e
incubadas 30 minutos com ou sem 1mM de ATPe. Os resultados foram
reportados como a média £ E.P.M. de 8 animais. Diferengas estatisticamente
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significativas a partir do controle, foram determinadas através do teste ANOVA
de uma via seguida de teste de comparagfes multiplas de Bonferroni: *p<0,05;
**pn<0,01 quando comparado ao grupo controle; *p<0,05 comparado com o
grupo ATP.

Fonte: do autor

Ainda referente ao Ca®, utilizou-se um inibidor especifico da
proteina trocadora de Na'/Ca®*, NCX (do inglés sodium calcium
exchanger), a fim de identificar se este trocador poderia estar envolvido
no mecanismo de acdo do ATPe na modulacdo da atividade da y-GT.
Sendo assim, o inibidor deste trocador, 0 KB-R7943 (0,1uM), foi
utilizado para mensurar a y-GT. Os resultados evidenciaram que,
provavelmente, este trocador pode estar parcialmente envolvido no
mecanismo de a¢do do ATPe na modulacgdo da atividade da y-GT (figura
13).

Figura 13 - Envolvimento do NCX no mecanismo de a¢do do ATPe sobre a
atividade da y-GT no testiculo de ratos imaturos.

0.4+

[ Controle
—_ 1 ATP

hTod — BN KB-R7943
o9 * —_ [0 KB-R7943 + ATP
29 5o 1T
8 Q_02
S o
> 32
& 2D 0.1

0.0

PorcBes testiculares foram pré-incubadas por 15 minutos na presenga ou
auséncia de KB-R7943 (inibidor do trocador de Na‘/Ca®") 0,1uM; e incubadas
30 minutos com ou sem 1mM de ATPe. Os resultados foram reportados como a
média + E.P.M. de 8 animais. Diferencas estatisticamente significativas a partir
do controle, foram determinadas através do teste ANOVA de uma via seguida
de teste de comparag6es multiplas de Bonferroni: *p<0,05; Fonte: do autor

A fim de investigar o envolvimento do estresse oxidativo no efeito
do ATPe inibindo a atividade da y-GT, foram utilizados os antioxidantes
Trolox® (100uM), o0 &cido ascorbico (100uM), a GSH (ImM) e a N-
acetilcisteina  (NAC) (500uM) nos periodos de pré-incubagdo e
incubacdo. Os resultados evidenciaram que o Trolox®, o é&cido
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ascorbico e a GSH séo capazes de reverter a inibi¢do da atividade da vy-
GT mediada pelo ATPe aos niveis normais, enquanto que a NAC néo
altera a atividade da y-GT quando co-incubada com o ATPe (figura 14A
e B).

Figura 14 - Envolvimento de antioxidantes no mecanismo de agdo do ATPe
sobre a atividade da y-GT no testiculo de ratos imaturos.
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Porgdes testiculares foram pré-incubadas por 15 minutos na presenga ou
auséncia de Trolox® (A) (antioxidante) 100uM; Acido ascorbico (A)
(antioxidante) 100uM; GSH (B) (antioxidante) ImM e; NAC (C) (antioxidante)
500uM; e incubadas 30 minutos com ou sem 1mM de ATPe. Os resultados
foram reportados como a média * E.P.M. de 8 animais. Diferencas
estatisticamente significativas a partir do controle, foram determinadas através
do teste ANOVA de uma via seguida de teste de comparagdes mdltiplas de
Bonferroni: *p<0,05; quando comparado ao grupo controle; “p<0,05 comparado
com o grupo ATP.

Fonte: do autor
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6.3.1 Influéncia do transporte de aminoacidos neutros no
mecanismo de agdo do ATPe

A enzima y-GT estd envolvida no metabolismo da GSH
extracelular, proporcionando aminodcidos precursores para a sintese de
novo de GSH intracelular. Embora a atividade da y-GT esteja diminuida
em testiculos imaturos tratados com ATPe, os resultados evidenciaram
gue ndo houve alteracdo nas concentracdes de GSH, e devido a isso,
avaliou-se poderia haver alguma alteracdo no sistema de transporte de
aminoacidos “A” por meio da utilizagdo de um substrato especifico
deste sistema para mensurar a atividade da y-GT, sendo este o cloridrato
acido o-(metil-amino)-isobutirico (MeAIB) (10mM) (figura 15). Neste
contexto, os resultados demonstram que a modulagdo da atividade da y-
GT mediada pelo ATPe pode estar influenciando na disponibilidade de
aminoacidos para a sintese de novo de GSH.

Figura 15 - Envolvimento do sistema de transporte de aminoacidos “A” no
mecanismo de acdo do ATPe sobre a atividade da y-GT no testiculo de ratos
imaturos.
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PorcBes testiculares foram pré-incubadas por 15 minutos na presenga ou
auséncia de MeAIB (substrato do sistema de transporte de aminoacidos “A”)
10mM; e incubadas 30 minutos com ou sem 1mM de ATPe. Os resultados
foram reportados como a média * E.P.M. de 8 animais. Diferencas
estatisticamente significativas a partir do controle, foram determinadas através
do teste ANOVA de uma via seguida de teste de compara¢Ges multiplas de
Bonferroni: *p<0,05; quando comparado ao grupo controle; p<0,001
comparado com o grupo ATP.

Fonte: do autor
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6.4 CAPTACAO E METABOLISMO DO GLUTAMATO COMO
ALVOS DE ACAO DO ATPe EM TESTICULOS DE RATOS
IMATUROS

Com o intuito de investigar o envolvimento do sistema
glutamatérgico nos efeitos mediados pelo ATPe em testiculos de ratos
imaturos, foram realizadas medicdes de influxo de [*C]-glutamato e
atividade da GS. Os resultados evidenciaram que o ATPe estimula o
influxo de [*'C]-glutamato dependente de Na®, enquanto o influxo
independente de Na* foi diminuido por este nucleotideo (figura 16A e
B). Além disso, 0 ATPe induziu a atividade da GS em testiculo de ratos
(figura 17).

Figura 16 - Efeitos do ATPe sobre o influxo de [**C]-Glutamato no testiculo de
ratos imaturos.
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A captacéo foi iniciada com a adigéo de 0,33 uCi de [*C]-glutamato a0 meio de
incubacdo (10 min) e foi corrigida para a unido ndo-especifica em ensaios
realizados na auséncia de ions sodio, sendo este sal substituido por cloreto de
colina. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. Diferencas
estatisticamente significativa a partir do controle, foram determinadas através
do teste “t” de Student: **p<0,01.

Fonte: do autor
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Figura 17 - Efeito do ATPe na atividade da Glutamina Sintetase em testiculos
de ratos imaturos.
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Porgdes testiculares foram incubadas na presenca de 1mM de ATP e a atividade
da glutamina sintetase foi mensurada. Os resultados foram reportados como a
média = E.P.M. de 8 animais. Diferencas estatisticamente significativa a partir
do controle, foram determinadas através do teste “t” de Student: **p<0,01,
quando comparado ao grupo controle.

Fonte: do autor

Com o intuito de investigar um possivel envolvimento do sistema
de transporte de aminoacidos “A” sobre o influxo de [**C]-glutamato,
utilizou-se MeAIB (um aminoacido neutro) (10mM) como substrato
especifico deste sistema, j4 que a entrada de glutamato (aminoacido
excitatorio) via transportadores especificos se d& por um transporte
acoplado ao influxo de Na" na célula, mas ocorre via outro tipo de
transportador. Observou-se que esse sistema de transporte “A” esta
envolvido parcialmente no aumento do influxo de [*C]-glutamato
mediado pelo ATPe, isso se observa pela diminui¢do no influxo quando
0 MeAlIB e o ATPe foram co-incubados (figura 18A). O mesmo néo foi
observado no meio independente de Na’, evidenciando que o Na® é
necessario para que esse transporte ocorra (figura 18B).
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Figura 18 - Envolvimento do sistema de transporte de aminoacidos “A” no
mecanismo de agdo do ATPe sobre o influxo de [**C]-glutamato no testiculo de
ratos imaturos.
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PorcBes testiculares foram pré-incubadas por 15 minutos na presenca ou
auséncia de MeAIB (substrato do sistema de transporte de aminoacidos “A”)
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10mM; e incubadas 30 minutos com ou sem 1mM de ATPe. A captagdo foi
iniciada com a adigéo de 0,33 uCi de [*C]-glutamato ao meio de incubagao (10
min) e foi corrigida para a unido nao-especifica em ensaios realizados na
auséncia de ions sédio, sendo este sal substituido por cloreto de colina. Os
resultados foram reportados como a média + E.P.M. de 8 animais. Diferengas
estatisticamente significativas a partir do controle, foram determinadas através
do teste ANOVA de uma via seguida de teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni: *p<0,05; **p<0,01 quando comparado ao grupo controle; “p<0,05
comparado com o grupo ATP.

Fonte: do autor

6.5 EFEITO DO ATPe E DA Ado SOBRE A ATIVIDADE DAS
ENZIMAS AST/ALT E LDH

As células de Sertoli sdo essenciais para nutrir e suportar as células
germinativas. O metabolismo energético das células de Sertoli envolve,
principalmente, a entrada de glicose nestas células, essa etapa
compreende a formacdo de piruvato por meio da glicélise, o qual pode
ser transportado para a mitocondria a fim de formar Acetil-CoA, ou
ainda, ser convertido a lactato ou alanina. O lactato é secretado pelas
células de Sertoli e captado pelas células germinativas, local em que
sera utilizado para sintese de ATP (ALVES et al., 2012). Nesse
contexto, a modulacdo da atividade da alanina aminotransferase (ALT),
representa um importante papel na disponibilidade de lactato, de forma
indireta, ou mesmo a fim de desviar o piruvato para a formacgdo de
alanina, e vice-versa. Por outro lado, a aspartato aminotransferase (AST)
catalisa a transaminacgdo do aspartato em oxaloacetato, e alteracfes na
sua atividade representam uma modulacdo na disponibilidade de
substratos para 0 metabolismo energético. Os resultados evidenciaram
gue o ATPe aumenta significativamente a atividade da AST, enquanto
gue a Ado ndo altera a atividade desta enzima. Quando referente a ALT,
tanto o ATPe, como a Ado, ndo sdo capazes de alterar a atividade desta
enzima, entretanto, Ado e ATPe modulam a atividade desta enzima de
forma distinta (figura 19A e B).

A atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) foi
determinada com o intuito de avaliar o papel desta enzima na
viabilidade das células testiculares frente a incubacdo com ATPe e Ado.
Vale salientar que a funcdo principal da LDH envolve a conversdo de
piruvato a lactato. Os resultados mostram que nem o ATPe e nem a Ado
alteram a atividade da LDH no testiculo de ratos imaturos (figura 20).
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Figura 19 - Efeito do ATPe e da Ado sobre a atividade das enzimas AST (A) e
ALT (B) no testiculo de ratos imaturos.
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Porgdes testiculares foram incubados na presenca de 1mM de ATP e/ou 1mM
de Ado, e a atividade da AST e ALT foram mensuradas. Os resultados foram
reportados como a média £+ E.P.M. de 8 animais. Diferengas estatisticamente
significativas a partir do controle, foram determinadas através do teste ANOVA
de uma via seguida de teste de comparagGes multiplas de Bonferroni: *p<0,05
quando comparado ao grupo controle; “p<0,05 comparado com o grupo Ado.
Fonte: do autor
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Figura 20 - Efeito do ATPe e da Ado sobre a atividade da LDH no testiculo de
ratos imaturos.
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Porgdes testiculares foram incubadas na presenga de 1mM de ATP e 1mM de
Ado, e a atividade da LDH foi mensurada. Os resultados foram reportados como
a média = E.P.M. de 8 animais. Diferencas estatisticamente significativas a
partir do controle, foram determinadas através do teste ANOVA de uma via
seguida de teste de comparagGes multiplas de Bonferroni.

Fonte: do autor



105

7 DISCUSSAO

Neste estudo foram investigadas as possiveis acbes modulatorias
das purinas extracelulares, ATP e Ado, com énfase nas acGes mediadas
pelo ATPe nas células testiculares de ratos imaturos de 15 dias de idade,
com o intuito de desvendar seus efeitos pré ou antioxidantes, bem como
alguns dos mecanismos envolvidos na atividade desta purina. Em suma,
foram investigados os efeitos modulatérios mediados pelo ATPe em
diversos parametros bioquimicos, bem como o mecanismo de a¢do pelo
gual o ATPe exerce esses efeitos. Identificou-se que o ATPe é capaz de
induzir estresse oxidativo, e que tais efeitos sdo mediados,
provavelmente, via interacdo com receptores ionotrépicos do subtipo
P2X5, evento este, acoplado a um aumento no influxo de Ca?*, seguido,
possivelmente, de mobilizagdo de Ca”" dos estoques intracelulares via
ativacdo de cascatas de proteinas cinases.

AcBes mediadas pelo ATPe em células testiculares tem sido
descritas no decorrer dos ultimos 30 anos, em especial, na célula de
Sertoli. Evidéncias experimentais demonstraram que os nucleotideos de
adenina extracelulares podem modular respostas através de
purinoceptores presentes nestas células (CONTI et al., 1989; FILIPPINI
et al., 1994; KO et al., 1998; MONACO et al., 1984; MONACO et al.,
1988; RIVKEES, 1994). Outros estudos demonstraram que a
mobilizacdo de Ca®" induzida pela ativagdo de purinoceptores, pode
afetar o controle enddcrino fisiologico das células de Sertoli (GELAIN
et al., 2003; ROSSATO et al., 2001). Foresta e colaboradores (1995)
postularam que a acdo mediada pelo ATPe na célula de Sertoli é
acoplada ao influxo seletivo de Na®, o que desencadeia uma
despolarizacdo da membrana ocasionada pela abertura de CCDV
seguida da entrada de Ca**, o que contribui para uma resposta sustentada
mediada pelo aumento intracelular de Ca?*. Em geral, a comunicag&o
mediada pelo ATPe ganha em funcionalidade e especificidade da
heterogeneidade funcional da populacdo de purinoceptores do tipo P2.
Até 0 momento, poucos estudos tém abordado a descri¢do funcional dos
subtipos de purinoceptores funcionais em ratos imaturos (os estudos se
dao, geralmente, em ratos adultos), bem como a descricdo funcional da
sinalizacio dependente do influxo de Ca®* mediada pelo ATPe.

Nesse contexto, um estudo evidenciou a expressdo dos receptores
P2X,, P2X3 e P2Xs5 em células germinativas no decorrer de diferentes
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etapas do ciclo do epitélio seminifero. Células de Sertoli, também
mostraram expressdo do RNAm de receptores do subtipo P2X; e P2X;
durante o ciclo do epitélio seminifero, enquanto que o receptor P2X;
esteve presente em todas as fases. Sugere-se que a sinalizacao
purinérgica pode desempenhar um papel importante no controle da
maturacao de subpopulagdes de células germinativas em diferentes fases
do desenvolvimento testicular (BURNSTOCK, 2014).

Por conseguinte, Ko e colaboradores (2003) demonstraram, em
células de Sertoli de ratos adultos, que a ativacdo do receptor do tipo
P2X; pelo ATPe foi considerada importante a fim de aumentar as
concentracdes de Ca”* intracelulares nestas células. Estudos também
evidenciaram que o receptor P2X; é o Unico dos receptores do subtipo
P2X que requer concentracOes elevadas de ATPe (milimolar) para sua
ativacdo, o que se correlaciona com a concentracdo de 1mM de ATPe
utilizada no presente estudo, bem como a reversdo dos efeitos no
aumento do influxo de Ca®*, mediado pelo ATPe, quando co-incubado
com um antagonista especifico deste receptor, indicando que o ATPe
provavelmente estd mediando suas acdes, majoritariamente, via
receptores do tipo P2X;. Além disso, o P2X; é sensivel ao analogo
sintético do ATPe, o BzATP, e, assim, o BzATP é frequentemente
utilizado para estudar a¢cdes mediadas via estimulacdo do receptor P2Xs.
A estimulacdo do receptor P2X; pelo ATPe, por exemplo, pode estar
acoplada a formacdo de um canal de cations, o qual medeia o influxo de
Ca’* e Na', bem como o efluxo de K" (LENERTZ et al., 2009;
SCHNEIDER et al., 2006).

Em 2011, Veitinger e colaboradores, mostraram uma via de
sinalizacdo mediada pelo ATPe em células de Sertoli de testiculos
imaturos, acoplada ao influxo de Ca®*, a qual consiste tanto com
receptores do tipo P2X, como com receptores do tipo P2Y. Estes
resultados suportam o aumento no influxo de Ca** mediado pelo ATPe
observado no presente estudo, bem como a presenca do receptor
funcional do subtipo P2X; em células testiculares.

A mobilizacdo de Ca®* mediada pelas purinas extracelulares pode
proporcionar uma via eficaz para o controle da diferenciacdo e do
desenvolvimento das células testiculares, como também, por outro lado,
pode desencadear um desequilibrio na homeostase testicular, via
alteracdo de pardmetros oxidativos nestas células. Essas situagfes ainda
representam uma porta em aberto, e, isso se da, provavelmente, devido a
escassez de estudos nessa area.
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Baseado nisso, 0 presente estudo evidenciou um aumento na
oxidacdo de proteinas, acompanhado de um aumento da peroxidagdo
lipidica, conforme demonstrado pelo aumento das concentragfes de
TBARS, quando os testiculos foram expostos ao ATPe. Isso pode estar
relacionado ao fato de que lipideos sédo facilmente oxidados e, portanto,
sdo substratos preferidos por RL causando danos via peroxidacéo
lipidica, resultando na degradacdo de fosfolipidios, injuria @ membrana e
formagdo de LOOH (COSTA et al., 2008). Estudos ja evidenciam que
EROs podem desempenhar um papel chave nas respostas pro-
inflamatdrias que variam desde sepse até neurodegeneracdo. A ativagio
de receptores P2X; tem sido vinculada a variagdes bruscas na oxidagéo
de proteinas em células como a microglia, macréfagos e granulécitos
(XU et al., 2015).

Vale ressaltar, que na concentragdo utilizada nos experimentos
deste estudo, o ATPe pode induzir ativacdo do receptor P2X; e
desencadear respostas oxidativas na célula, isso pode ser justificado ao
fato de que em condicfes patologicas, niveis elevados de ATPe sdo
liberados pelas células, como um evento sinalizador, mediando
interacdo com receptores P2X;, 0 que pode desencadear, para tanto,
respostas danosas a célula (SEELAND et al., 2015). Entre as muitas
funcdes criticas de receptores do tipo P2X;, destaca-se a sua capacidade
de controlar varias respostas imunes, como por exemplo, sua ativacdo
conduz a liberacdo aumentada de mdltiplos moduladores imunes,
incluindo EROs, as quais medeiam a defesa do hospedeiro contra
agentes patogénicos intracelulares, 0 que pode culminar em uma
alteracdo na membrana da célula, seguido de apoptose (NORTH, 2002).
Curiosamente, a interagdo do ATPe com o P2X; também pode modular
um lipopolissacarideo mediado pela ativacdo de caspase 1, e a
estimulacdo do P2X; é conhecida por potencializar a liberacdo de varios
mediadores, sendo estes induzidos por mediadores pré-inflamatorios,
incluindo a IL-1B, o TNFa, e o ON (HU et al., 1998; PFEIFFER et al.,
2004).

As concentracBes de ATPe, em concentragdes milimolares, séo
muito mais elevadas do que as requeridas para a ativacdo de outros
receptores P2X ou P2Y. Sendo assim, uma exposi¢do prolongada
(>1min) com niveis de ATPe acima de 500uM permite que o receptor
P2X; desencadeie a formacdo de um poro grande, ndo seletivo, o qual
permite que moléculas de até 900Da entrem ou saiam da célula. A
estimulagdo prolongada do receptor P2X;, bem como a presenca desse
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poro, pode desencadear varios eventos com consequéncias importantes
para as células, incluindo morte celular (SEELAND et al., 2015).

Em um estudo recente, Lenertz e colaboradores (2011) reportaram
que a ativacdo do receptor P2X; pelo ATPe promove a producdo de
EROs em mondcitos humanos e que esta producdo é dependente da
ativacdo da via da MEK/ERK e, provavelmente, envolve a fosforilagao
da NADPH-oxidase. O mesmo ja foi identificado em outras células
imunes, tais como macréfagos e eosindfilos, mediando a producdo de
EROs, via ativacdo do receptor P2X;. Em adi¢do, proteina-cinases, tais
como as varias isoformas da PKC, a PI3K, e a p38 MAPK, bem como a
ERK1/2, tém sido implicadas na producdo de EROs durante a
estimulacdo purinérgica. Algumas destas enzimas sdo dependentes de
Ca?*, e podem traduzir o sinal mediado pelo aumento deste fon,
exercendo efeitos modulatérios sobre o complexo NADPH-oxidase,
sendo esta, uma enzima limitante na regulagéo da expressao e atividade
da y-GT através do aumento da producdo de EROs (MARTEL-
GALLEGOS et al., 2013).

No entanto, embora exista uma ampla variedade de estudos na
literatura relacionando eventos de sinalizacdo celular com a formacéo de
citocinas e EROs, as quais se iniciam apds a ativacdo P2X;
(HEWINSON et al., 2008; LENERTZ et al., 2011; SEELAND et al.,
2015; XU et al., 2015), pouco se sabe sobre a regulagédo do receptor e 0s
mecanismos pelos quais sua ativacdo pode ter impacto sobre processos
celulares a longo prazo, tais como a regulagdo da transcricdo de genes.
Referente a isso, estudos relataram que a ativacdo de P2X; nem sempre
esta ligada a apoptose, que é um evento associado frequentemente com a
exposicdo celular a agonistas de P2X;. Estas observagfes conduzem a
hipotese de que, em determinadas circunstancias, a estimulacdo de P2X-
pode ndo somente provocar respostas celulares imediatas, tais como a
potencializacdo da formacéo de citocinas pré-inflamatérias e EROs, mas
como também pode ter um efeito importante sobre o comportamento
celular a longo prazo através de efeitos sobre a expressdo génica
(DENLINGER et al., 1996; MACKENZIE et al., 2005).

Nesse contexto, e considerando que as células de Sertoli
desempenham um papel central na regulacdo e manutencdo da
espermatogénese e que sdo responsaveis pela nutricdo e sustentagdo das
células germinativas em desenvolvimento, o comprometimento da
estrutura destas células pode afetar a fertilidade masculina. Baseado
nisso, e considerando que as EROs sdo produtos do metabolismo normal
do O,, 0s organismos aerébios desenvolveram defesas para o controle
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dos possiveis danos desencadeados por estas espécies reativas. Essas
defesas sdo constituidas por antioxidantes enzimaticos como a SOD, a
CAT e a GPx, e 0s ndo enziméticos, como a GSH e as vitaminas A, C e
E. Sendo assim, esses compostos geralmente estdo envolvidos com a
protecdo da célula mediante os efeitos deletérios desencadeados por RL
(HALLIWELL et al., 2007).

No caso das enzimas citoprotetoras, estas possuem um tempo de
meia-vida relativamente longo e podem catalisar uma grande variedade
de reacOes de detoxificacdo, estando virtualmente envolvidas na
regeneracao de pequenas moléculas antioxidantes. A maior parte destas
enzimas sdo controladas por pelos mesmos trés componentes da via de
transcricdo: o elemento de resposta antioxidante (ARE), o NF-E2-
related factor 2 (Nrf2), e o Kelch-like ECH-associated protein 1
(Keapl). O Nrf2 é um fator de transcricdo da familia Cap 'n’ collar
(CNC) e contém um dominio de ligacdo ao DNA, denominado de ziper
de leucina (bZIP), o qual regula a expressdo basal e induzida de uma
grande variedade de genes antioxidantes tais como: GSTs, GCL, GPx,
SOD, CAT, TXN (tiorredoxina), HO-1 (heme oxigenase 1), entre outros
(ABED et al., 2015).

Basicamente, 0 Keapl funciona como um regulador mestre da via
Keapl-Nrf2-ARE, controlando o estado estacionario de Nrf2 com base
no equilibrio redox da célula. Em condicGes basais, 0 Nrf2 esta ligado
ao Keapl e é direcionado para a ubiquitinacdo e degradacéo
proteassomica. Nesse contexto, o heterodimero Nrf2-Keapl funciona
como um sensor intracelular mediando alteracfes nas concentracdes de
EROs. Em condicfes de estresse oxidativo, residuos de cisteina do
Keapl tornam-se oxidados, o que leva a uma modificacdo
conformacional do complexo Nrf2-Keapl, interrompendo a
ubiquitinacdo e resultando na estabilizacdo do Nrf2. A fosforilacdo do
Nrf2 por cinases desencadeia a dissociagdo do Nrf2 do complexo Keapl
e assim o Nrf2 é translocado para o nicleo. Uma vez no nicleo, este
liga-se a uma regido promotora do DNA, denominada ARE ativando a
transcricdo de diversos genes antioxidantes (ABED et al., 2015).

Em contraste, ndo foram observadas alteracBes estatisticamente
significativas no conteddo de GSH e nem na atividade das enzimas
GST, GPx, GR e CAT apds a exposicdo ao ATPe. Nesse contexto,
pode-se hipotetizar que as a¢des mediadas pelo ATPe, via interagdo com
receptores P2X;, poderiam exercer efeitos modulatorios sobre a
expressao génica, o que, naturalmente, poderia ser observado em
exposicoes prolongadas ao ATPe, resultando talvez, em alteracGes na
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atividade destas enzimas. Quando referente & enzima G6PD, a qual
participa da via das pentoses-fosfato, vale frisar que sua atividade
normal permite o fornecimento de NADPH (como doador de elétrons)
para mediar rea¢fes enzimaticas como, por exemplo, a atividade da GR,
responsavel pela reducdo da GSSG a sua forma reduzida (GSH), as
custas de NADPH. Esse mecanismo garante que a glutationa permaneca
na sua forma reduzida na maior parte do tempo, o que é essencial para
sua acdo redutora sobre outras moléculas biol6gicas. A diminuicdo
observada na atividade da G6PD no presente estudo conduz a uma
diminuida disponibilidade de NADPH, importante para a atividade da
GR, por exemplo. Sendo assim, sugere-se que vias alternativas possam
estar mediando o fornecimento de NADPH, visto que a atividade da
G6PD se encontra diminuida na presenca do ATPe.

Estudos pioneiros evidenciaram que a atividade da y-GT aumenta
marcadamente no testiculo de ratos a partir do vigésimo dia de idade e
ndo se altera substancialmente ap6s 100 dias de idade (HODGEN et al.,
1973; LU et al., 1977). Hodgen e colaboradores (1973) descreveram que
a localizagdo histoquimica da y-GT circunda a borda luminal dos
tbulos seminiferos, com coloracdo mais intensa nas bordas apicais das
células de Sertoli. Mais tarde, Lu e colaboradores (1977) confirmaram a
presenca da y-GT nas células de Sertoli, em que observaram que a
atividade desta enzima nestas células em ratos de 30 dias de idade era 10
vezes maior do que em células germinativas, células peritubulares e
células intersticiais. Em 1986, Saborn e colaboradores mensuraram a
atividade da y-GT em células de Sertoli de testiculos imaturos e
evidenciaram que a atividade desta enzima aumenta marcadamente entre
15 e 20 dias de idade.

Sendo assim, a atividade da y-GT varia ao longo do ciclo do
epitélio seminifero (SCHTEINGART et al., 1988) e é regulada por
fatores derivados de células germinativas e também pelo FSH
(SCHTEINGART et al.,, 1989). Essas evidéncias, analisadas em
conjunto, sugerem que a atividade desta enzima pode ser relevante para
a fisiologia testicular. O presente estudo demonstrou que o ATPe
diminui a atividade da y-GT, enquanto que a Ado ndo altera sua
atividade. Esses resultados fortalecem o fato de que o ATPe esteja
mediando acdes modulatérias sobre células testiculares, e ndo 0s seus
produtos de degradacdo como a Ado, a qual tem sua formacdo mediada
no meio extracelular pela atividade das ectonucleotidases. Em um
estudo pioneiro, Meroni e colaboradores (1997) propuseram que um
aumento nas concentrages intracelulares de Ca”" estd vinculado a
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diminui¢do na atividade da y-GT. Sendo assim, e com o intuito de
investigar as possiveis rotas de sinalizacdo celular envolvidas no
mecanismo pelo qual 0 ATPe diminui a atividade da y-GT em testiculos
de ratos imaturos, foram utilizadas algumas abordagens farmacoldgicas.
Dentre estas abordagens, destaca-se 0 uso de inibidores enzimaticos,
blogueadores de canais idnicos, agentes quelantes de Ca®* intra e
extracelular, agentes antioxidantes, bem como antagonistas e agonistas
de receptores, na presenca ou auséncia do ATPe.

Desta maneira, avaliou-se o papel dos purinoceptores do tipo P2 no
mecanismo de a¢do do ATPe sobre a atividade da y-GT. Como pode ser
observado na figura 11A e B, em que foram utilizados a Suramina e o
2MeSATP como antagonistas de receptores P2X e P2Y, a diminuigéo na
atividade da y-GT desencadeada pelo ATPe é prevenida na presenca
destes antagonistas, o que fortalece o envolvimento destes receptores
nas agdes mediadas pelo ATPe sobre a atividade desta enzima. Quando
referente ao BZATP, um agonista seletivo P2X;, mais potente e mais
seletivo para estes receptores do que o préprio ATPe, observou-se que
tanto 0 ATPe, como 0 BzATP inibem a atividade da y-GT tanto isolados
guanto em associacao, reforcando o envolvimento desse subtipo de
purinoceptor no mecanismo de acao deste nucleotideo.

Chaves e colaboradores (2006), evidenciaram em um estudo
eletrofisioldgico em células de Leydig, que o ATPe induz uma corrente
rapida de Ca*" (na ordem de milissegundos), e que esta corrente é
blogueada pela Suramina, demonstrando a acdo do ATPe via receptores
P2X. Por outro lado, este mesmo estudo evidenciou que na célula de
Leydig, o ATPe foi um agonista mais potente do que o BzATP,
tornando improvavel que os receptores P2X; estdo na base das correntes
relatadas. Esse dado pode estar relacionado com a concentracdo de
100pM de ATPe utilizada nos experimentos por este grupo,
contrastando e fortalecendo a necessidade de concentragfes milimolares
necessarias para estimular receptores P2X5, e fortalecendo que as agdes
mediadas pelo ATPe no presente estudo estejam ocorrendo
especificamente via receptores P2X;. Por outro lado, Ko e
colaboradores, (2003) demonstraram a presenca de receptores P2Y,
P2Y, e P2X;, mas ndo P2X, em células de Sertoli. Analisados em
conjunto, estes dados farmacoldgicos indicam fortemente a presenca de
receptores ionotrdpicos (provavelmente P2X;) em células de Sertoli de
ratos através dos quais o ATPe possa estar mediando seus efeitos.

O papel dos nucleotideos no metabolismo energético esta bem
estabelecido; entretanto, sua importancia potencial como mensageiros
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quimicos extracelulares foi reconhecida apenas recentemente
(BURNSTOCK, 2014). Eles sdo agora conhecidos por participar de uma
variedade de respostas bioldgicas. Sendo assim, no presente estudo
também evidenciou-se a importancia do ATPe como uma molécula
mediadora de efeitos sinalizadores. Neste contexto, 0s resultados
mostraram que 0 efeito do ATPe sobre a atividade da y-GT €
dependente da ativacdo das vias de sinalizacdo celular da MEK/ERK e
da PI3K, os quais podem estar acoplados ao influxo de Ca®*.
Corroborando estes dados, Meroni e colaboradores (1997) sugerem a
existéncia de uma via inibitéria dependente de Ca?*-calmodulina
participando da regulacdo da atividade basal da y-GT.

Reforcando o efeito inibitério do Ca?* sobre a atividade da y-GT
em células testiculares, o pré- e co-tratamento do tecido com o quelante
de Ca® intracelular (BAPTA-AM) ou o quelante de Ca®" extracelular
(EGTA) com ATPe, preveniu o efeito inibitorio deste nucleotideo na
atividade enzimatica. Esses dados em conjunto, sugerem que a
diminuicdo das concentracdes intracelulares de Ca®*, provocada pelos
agentes quelantes de Ca*, acarreta em menor disponibilidade deste fon
para se ligar a calmodulina, que atua de forma inibitéria sobre a
atividade da y-GT. Consequentemente, a diminuigdo do Ca’* intracelular
induzida através dessas ferramentas farmacolégicas (EGTA e BAPTA-
AM), leva a desativacdo da via inibitéria dependente deste ion sobre a
atividade da vy-GT. Isto provavelmente ocorreu porque, como
demonstrado neste estudo, 0 ATPe aumenta as concentracdes de Ca”*
intracelular formando, possivelmente, o complexo Ca”*-calmodulina.
Consequentemente, a via inibitéria dependente deste complexo &
ativada, diminuindo a atividade da y-GT. Meroni et al., (2002) também
mostraram o envolvimento da via PI3K na atividade da y-GT. Nesse
contexto, é importante destacar que outras estratégias farmacoldgicas
precisam ser utilizadas para evidenciar quais as vias estdo envolvidas no
mecanismo pelo qual o ATPe exerce seus efeitos sobre células
testiculares.

Em adicdo, Lalevée e colaboradores (1999) demonstraram em
células de Sertoli imaturas que o ATPe em baixas concentracdes, €
capaz de induzir um aumento no influxo de Ca**, e que esse mecanismo
se da via receptores do tipo P2X ou P2Y, seguido de um pico maximo
de resposta dependente da mobilizacdo de Ca®* dos estoques
intracelulares. O mesmo estudo ainda evidenciou, a fim de verificar se o
mecanismo pelo qual o ATPe atua é dependente do influxo de Ca**, que
a utilizacdo do EGTA como um agente quelante de Ca®" extracelular,
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resultou na auséncia das agoes mediadas pelo ATPe, 0 que ressalta a
necessidade da entrada de Ca®* na célula para o efeito do nucleotideo.
Além disso, os autores demonstraram que o influxo de Ca** mediado por
ATPe ndo envolve os CCDV do tipo-L, corroborando os achados do
presente estudo.

Gorczynska e colaboradores (1991) mensuraram concentragfes de
Ca®" intracelulares, bem como a atividade da y-GT em células de
Sertoli. Ao utilizarem o EGTA em suas medicdes de Ca®*
demonstraram que as concentracdes de Ca?* intracelulares s&o senswels
a concentraces extracelulares deste ion. Em outro segmento, este
mesmo grupo cultivou células de Sertoli na auséncia de FSH, e
demonstrou uma diminuigdo na atividade da y-GT na auséncia deste
hormoénio e, ainda, quando estas células foram expostas a concentragdes
nao-fisiolégicas de Ca”* (5 mM) ou em concentragBes similares ao
observado f|5|olog|camente (1,1£2,2 mM), esse evento de elevadas
concentracdes de Ca?" culminou em uma diminui¢do da atividade da v-
GT. Os resultados identificados por este grupo sugeriram que um
aumento na concentracdo de Ca®* intracelular resulta em uma
diminui¢do da atividade da y-GT. Em células de Sertoli, tanto CCDV
como os independentes de voltagem foram descritos (GRASSO et al.,
1989). O blogueio de CCDV do tipo L pelo verapamil ou nifedipina,
resultou em um aumento na atividade da y-GT. Esses resultados em
conjunto reforcam a existéncia de uma via inibitoria dependente de
Ca”*-calmodulina que participa da regulagdo da atividade y-GT basal.

Recentemente, Martel-Gallegos e  colaboradores  (2013),
apresentaram que a estimulacdo purinérgica em macrofagos induz
influxo de Ca®" via receptores P2X5, sequido da ativacio subsequente da
via da MEK/ERK e fosforilagdo da NOX2 para finalmente gerar EROs.
Este grupo também relatou o envolvimento da ativacdo da via da PKC e
da MEK/ERK na producdo de EROs. O grupo supds que a PKC pode
ativar a producdo de EROs, quer através de MEK/ERK ou trabalhar
independentemente desta via, assim como tem sido mostrado em
neutréfilos (SUH et al., 2001). Acoplado a isto, e com base nos
experimentos desenvolvidos neste mesmo estudo, em que foram
utilizados varios inibidores, foi demonstrado que a ativacdo da PKC e da
MEK/ERK néo representa completamente a producdo de EROs ap6s a
estimulacdo do receptor P2X,. Assim, é plausivel que, além de PKC e
da MEK/ERK, uma via adicional dependente de Ca®* contribui para a
producdo de EROs. Esses resultados se correlacionam com o presente
estudo, embora desenvolvido em tipos celulares diferentes, pode-se
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enfatizar a necessidade da ativacdo da via da PI3K mediado pelo ATPe,
bem como o papel importante da via da MEK/ERK na inducéo de
estresse oxidativo em células testiculares.

Em células de Sertoli de ratos imaturos observou-se que o FSH
estimula a fosforilagdo da via da MEK/ERK (FIX et al., 2004). Em
outras fases celulares, parametros celulares similares parecem ocorrer,
mas apds a puberdade, o FSH ndo estimula o influxo de Ca** (DAHIA et
al., 2006). Esse dado pode estar vinculado as agdes mediadas pelo ATPe
em células testiculares, visto que o FSH exerce acles sobre a
diferenciacdo e desenvolvimento testicular, presume-se que o ATPe
pode exercer efeitos modulatdrios sobre o desenvolvimento testicular, ja
que atuam modulando a fosforilacdo da mesma via.

Ainda investigando a¢fes mediadas pelo ATPe sobre a atividade da
y-GT, foram utilizados compostos antioxidantes a fim de verificar o
envolvimento do estresse oxidativo na diminuicdo da atividade da y-GT
mediada pelo ATPe. Observou-se que o Trolox®, o &cido ascdrbico e a
GSH revertem a diminui¢do da atividade da y-GT desencadeada pelo
ATPe, 0 qual estaria atuando como um agente que induz estresse
oxidativo. Em adicdo, um estudo recente demonstrou que o ATPe,
liberado pela célula via canais de panexina-1, aumenta a liberacdo de
interleucina 6 (IL-6) através da ativacdo de receptores do subtipo P2X,
em modelo de neuropatia diabética, condicdo patoldgica associada a
elevadas concentracGes séricas de acidos graxos livres. Além disso, 0s
autores mostraram que o resveratrol, um composto natural polifenolico
com acdes antioxidantes, é capaz de reverter a elevada liberacdo de IL-
6, desencadeada pelos elevados niveis de acidos graxos livres, ao
impedir a ativagdo do receptor P2X;, bem como atenuar a resposta
desencadeada pelo BzATP. Tomados em conjunto, esses dados sugerem
gue o resveratrol pode inibir a elevada resposta inflamatéria induzida
pelas elevadas concentracdes de acidos graxos livres (XU et al., 2015).

Hewinson e colaboradores (2008) desenvolveram um estudo em
mondcitos humanos, em que foi observada uma inducéo da formacéo de
IL-1PB mediada pela ativagdo de receptores do tipo P2X; pelo ATPe. O
grupo mostrou que na presenca de NAC ocorreu diminuicdo do
processamento da IL-1p sem alterar a secrecdo desta citocina estimulada
por ATPe. Além disso, ap6s um periodo de incubacéo de 2 horas com
NAC, observou-se reversdo da formacdo de EROs mediada pela
ativacdo do receptor P2X; pelo ATPe. Estudos deste mesmo grupo ja
relacionaram a ativacdo do receptor P2X; com a formagdo de ONOO'". O
presente estudo ndo evidenciou reversdo dos efeitos desencadeados pelo
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ATPe sobre a atividade da y-GT quando co-incubados na presenca da
NAC, o que pode estar relacionado com a concentragdo de NAC, bem
como o tempo de incubacéo utilizado.

Em células intestinais humanas foi demonstrado que o ATPe nédo
sO era capaz de induzir a producdo de EROs, mas também que esta
resposta era inibida pelo pré-tratamento com antioxidantes, tais como
acido ascorbico e NAC, bem como por meio da utilizagdo de um
antagonista P2X;. Visto que o ATPe era capaz de induzir apoptose e a
liberacdo de EROs, verificou-se que a utilizacdo de antioxidantes e
antagonistas de P2X; inibiram a apoptose mediada pelo ATPe. Estes
resultados os conduziram a sugerir que a ativacdo do receptor P2X;
induz apoptose em células epiteliais do intestino e que esta via pode,
pelo menos em parte, ser mediada pela produgdo de EROs (SOUZA et
al., 2012).

O sistema A é amplamente expresso em células de mamiferos, no
qual medeia o influxo de Na" celular, acoplado a absorcéo de pequenos
aminoacidos alifaticos, como a alanina, serina e glutamina, sendo
particularmente bons substratos. Distingue-se de outros transportadores
de aminoacidos neutros, como os sistemas L, ASC e N, pelo fato de
reconhecer N-metilamino4cidos, tais como o MeAlIB. Em adic¢do, o
sistema A é o maior sistema de aminoacidos sujeito a regulacdo por
condicbes do meio, estimulos proliferativos, alteraces no
desenvolvimento e sinais hormonais. Essa regulagdo é pensada por ser
direcionada pelo sistema A em virtude de que seus substratos
desempenham papeis fundamentais no fluxo global de aminoacidos
entre os tecidos e no fornecimento de energia para o0 metabolismo de
aminoacidos (HYDE et al., 2002; YAO et al., 2000).

Apoiado nessas evidéncias avaliou-se se poderia haver alguma
alteragdo no sistema de transporte de aminoacidos “A” por meio da
utilizacdo de um substrato especifico deste sistema para mensurar a
atividade da y-GT. Observou-se que a modulagdo da atividade da y-GT
mediada pelo ATPe pode estar influenciando na disponibilidade de
aminoacidos para a sintese de novo de GSH, mantendo suas
concentracdes em condices fisioldgicas. Nesse contexto, hipotetizamos
que o sistema A é importante para o fornecimento de aminoacidos
neutros na célula, e possivelmente para a sintese de novo de GSH, visto
gue a atividade da G6PD esta diminuida na presenca do ATPe e 0
suprimento de NADPH se da, majoritariamente, mediante fornecimento
desta molécula pela via das pentoses fosfatos 0 que permite a atividade
da GR normal, pode-se presumir que o que mantém os niveis de GSH
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normais, ¢ dada a importéncia da y-GT nesse mecanismo, seja a entrada
de aminodcidos neutros via sistema A de transporte.

Jacobus e colaboradores (2010) demonstraram em células de
Sertoli de ratos imaturos que um fator de crescimento é capaz de
estimular um aumento no transporte de [*'C]-MeAlIB, sendo este
mecanismo processado através de um aumento nos niveis de Ca®*, e que
isso se da dependente da ativacdo da PI3K. Tem se observado que a
captacdo de aminoécidos é inibida em testiculos quando pré-incubados
ou incubados com bloqueadores de Ca®" tais como verapamil, cobalto
ou niquel, o que sugere um envolvimento de Ca’* extracelular
(WASSERMANN et al., 1992). Volpato e colaboradores (2004)
demonstraram que o acimulo de aminoacido basal foi ligeiramente
diminuido quando o Ca®* extracelular foi quelado, entretanto, ainda néo
ha evidéncias suficientes de que o Ca?* intracelular esta diretamente
envolvido com este evento na célula de Sertoli.

Vinculado a isso, considerou-se relevante investigar os niveis de
glutamato no testiculo de ratos imaturos, visto que o glutamato é o
principal aminodcido presente neste tecido, bem como associar seu
influxo ao sistema de transporte de aminoacidos A. Nossos resultados
evidenciaram um aumento no influxo de [**C]-glutamato e que esse
mecanismo é dependente de Na® e parcialmente dependente deste
transportador, ja que ao co-incubar o ATPe e 0 MeAIB observou-se uma
reversdo parcial do influxo de [**C]-glutamato mediado pelo ATPe.
Nessa linha, o real papel do glutamato, bem como a evidéncia da
presenca de seus transportadores e receptores em células testiculares
ainda ndo esta bem estabelecida. Nesse contexto, estudos importantes
evidenciaram a presenca de RNAm e suas proteinas correspondentes
para transportadores de glutamato do tipo GLAST e GLT-1, com
elevadas concentracdes em locais especificos do testiculo (LEE et al.,
2011; TAKARADA et al.,, 2004). Preparagdes testiculares também
exibiram a capacidade de acumular glutamato de uma forma dependente
de Na". Além disso, evidenciaram a expressdo do RNAm para os
transportadores EAACL, EAAT4 e EAATS no testiculo de ratos, sendo
a primeira demonstracdo direta da expressdo do RNAm para todos 0s
subtipos de GLUT clonados até a data referida. Os resultados atuais
demonstram que o GLAST, GLT-1 e EAATS exibiram perfis de
localizagdo diferentes no testiculo de ratos, como pode ser observado no
SNC, argumentando em favor da ideia de que cada subtipo GLUT
poderia desempenhar um papel peculiar aos subtipos individuais destes
transportadores nos mecanismos associados com a manutencdo da
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integracdo e funcdo de diferentes células localizadas no testiculo
(TAKARADA et al., 2004)

Indicios recentes tém evidenciado um papel importante do
glutamato mediando sinais extracelulares no sistema autdcrino e/ou
paréacrino, em adicdo a um papel de neurotransmissor excitatorio de
aminoacidos no SNC (SKERRY et al., 2001). Em analogia com a
neurotransmissao nas sinapses glutamatérgicas centrais, a expressao de
GLUTs parece ser essencial para mediar sinais de glutamato, isso se da
através de reducdo da concentracdo extracelular deste aminoacido. Por
outro lado, 0s mecanismos subjacentes, bem como a possivel transdugdo
de sinal mediada pelo glutamato no testiculo ainda néo é conhecida. No
SNC, GLUTs também sdo necessarios para a atenuacdo das
propriedades neurotdxicas do glutamato como uma excitotoxina
enddgena. Entretanto, se o glutamato é toxico para células testiculares,
como pode ser visto em neurdnios, isso ainda ndo esta elucidado
(TAKARADA et al., 2004).

Nessa linha, um estudo determinou a presenca do principal
neurotransmissor do SNC, o GABA, no epididimo, na vesicula seminal
e testiculo de ratos adultos, bem como exercendo efeitos diretos na
esteroidogénese e na viabilidade e mobilidade do esperma, devido a
presenca de receptores e transportadores para o GABA no tecido
testicular. Como se sabe, 0 SNC e 0 sistema reprodutor masculino
possuem barreiras sanguineas (barreira hemato-encefalica e barreira
hemato-testicular) e necessitam de concentracfes adequadas de glicose
sanguinea. Esse fendmeno é notdrio e interessante, mas vinculado a isso,
esse mecanismo ainda permanece pouco claro. Hu e colaboradores
(2004) demonstraram que o influxo de [**C]-glutamato é dependente de
Na®, uma das caracteristicas essenciais requeridas por transportadores de
glutamato e ainda sugerem a existéncia de outros transportadores para
este aminodcido além do GLT1. A existéncia de glutamato no testiculo
pode atuar como um precursor para 0 GABA, e desde que a enzima
acido glutdmico descarboxilase, uma enzima chave na sintese de
GABA, foi expressa no testiculo de diferentes espécies, postulou-se que
a existéncia de glutamato e de receptores e transportadores no testiculo
gue respondam a este aminoacido podem desempenhar funcGes
fisiolégicas importantes (PERSSON et al., 1990).

Estudos evidenciaram que o glutamato endégeno foi detectado em
um grande numero de células nos testiculos. Excecbes notaveis incluem
as células de Leydig, as quais acumulam o D-aspartato e expressam
GLAST1, entretanto contém pouco glutamato detectavel. Isto pode ser
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atribuido ao fendtipo glia semelhante destas células, uma vez que
expressam niveis elevados de GS, uma enzima que metaboliza
rapidamente qualquer glutamato disponivel em glutamina (HOLASH et
al., 1993; VAN STRAATEN et al., 2006). Baseado nisso, acredita-se
gue essa disparidade é imputavel a atrasos na fixacdo do testiculo, uma
vez que tais atrasos na fixagdo normalmente causam um aumento nos
niveis de glutamato em tecidos que expressam a GS (POW et al., 1994).
Pode-se esperar que outras células que expressam a enzima glutamato
desidrogenase, necessaria para a sintese de glutamato, tais como as
células de Sertoli, podem conter elevadas concentracfes detectaveis de
glutamato (SPANAKI et al.,, 2010). Lee e colaboradores (2011)
observaram uma evidente falta de glutamato em células de Sertoli, 0 que
¢ prontamente justificavel devido ao fato de que o glutamato ou €
rapidamente metabolizado em outros compostos, ou, plausivelmente (j&
gue a glutamato desidrogenase é reversivel), pode estar sendo conduzido
ao catabolismo de glutamato com a consequente formacdo de a-
cetoglutarato.

Vaérias funcfes tém sido propostas para o papel do glutamato, além
das agdes putativas como um “neurotransmissor” e como um osmolito.
Estas fungdes incluem a producdo de GABA e GSH. Dado que 0 GABA
parece ser sintetizado tanto no esperma, como em células de Leydig, as
quais, nesse contexto, sdo semelhantes a glia, seria compativel que a
presenga de GLAST1 seria importante a fim de fornecer glutamato para
0 processo de sintese de GABA em células de Leydig, enquanto varios
transportadores de glutamato podem contribuir para disposicdo deste
substrato no esperma (GEIGERSEDER et al., 2003). Da mesma forma,
niveis elevados de GSH, bem como a maquinaria sintética para produzi-
la, estdo presentes nos testiculos, particularmente em células como as de
Sertoli e as espermatogdnias. Sendo assim, o presente estudo evidenciou
um aumento no influxo de [**C]-Glutamato, dependente de Na',
acompanhado de um aumento na atividade da GS mediado pelo ATPe, 0
gue corrobora com os estudos desenvolvidos até 0 momento, fornecendo
instrumentos para se compreender qual o real papel do glutamato no
testiculo, e como ele se correlaciona metabolicamente com as células
presentes no sistema reprodutor masculino.

A GS, juntamente com a glutaminase, S0 as enzimas responsaveis
pela sintese de glutamina a partir de glutamato. Esse mecanismo se da
mediante a catdlise de conversdo de glutamato em glutamina e da
utilizacdo da aménia como fonte de nitrogénio seguido do consumo de
ATP. Sendo assim, a GS é a enzima chave para a sintese da glutamina e
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para a regulacdo do metabolismo celular do nitrogénio. A GS é uma
aminotransferase amplamente distribuida entre 0s organismos vivos,
sendo sua atividade fundamental para a manutencdo da vida de
microrganismos e de animais. Os fatores que regulam a atividade da GS
sdo diversos, tais como glicocorticoides, hormonios tireoidianos,
hormdnio do crescimento e insulina, dentre as quais, pode-se atribuir
diferentes funcdes as a¢fes mediadas pela modulacdo da atividade da
GS. Nossos estudos evidenciaram que o ATPe induz um aumento na
atividade da enzima GS em comparagdo ao grupo controle.

Nos testiculos, a GS esta presente em uma concentracdo elevada
nas células de Leydig. Com base na presenca adicional da proteina S-
100 e a proteina &cida fibrilar da glia, as células de Leydig sao
atribuidas como possuindo uma funcgéo do tipo astrdcitos, a qual pode
ser responsavel pela barreira hemato-testicular nos capilares (HOLASH
et al., 1993). A hibridacdo in situ revelou que além das células de
Leydig, o RNAm da GS também esta presente nas espermatides durante
a fase final de maturacdo (HENNY, et al., 2006; LIE-VENEMA et al.,
1997).

Em 2011, Li e colaboradores, induziram estresse oxidativo, por
meio de um agente desregulador enddcrino: o dietilestilbestrol, em
testiculos de ratos imaturos com o objetivo de avaliar parametros
importantes para a fisiologia testicular, dentre os quais podemos
destacar a atividade da GS. Por conseguinte, o grupo verificou um
aumento na atividade da GS no grupo tratado com o dietilestilbestrol.
Esse dado estd vinculado com o envolvimento da GS na sintese do
principal combustivel metabdlico, bem como, envolvida na sintese de
nucleotideos. J& foi evidenciado, que durante o estresse oxidativo, 0s
glicocorticoides induzem a atividade da GS em diferentes 6rgdos de
ratos, incluindo os testiculos, o que sugere que esta inducdo é uma
resposta protetora contra a citotoxicidade resultante da aménia em
excesso produzida por degradacdo de aminoacidos através de conversdo
da amonia em glutamina. A glutamina ¢ um aminoacido néo essencial,
mas € muito utilizado como um combustivel metabdlico importante,
bem como um precursor para a sintese de nucleotideos em fibroblastos,
linfocitos e macréfagos (ABCOUWER et al., 1995). Foi identificado
gue nos estagios avancados do processo degenerativo, a sintese de
proteinas envolvidas no estresse oxidativo ndo se altera (LI et al., 2011).
Esses dados corroboram com os resultados encontrados no presente
estudo.
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Sendo assim, com o intuito de compreender, pelo menos em parte,
o efeito do ATPe e da Ado sobre o metabolismo energético, foram
estudadas as acOes destas purinas sobre a atividade das
aminotransferases, AST e ALT. O presente estudo demonstrou que 0
ATPe altera a atividade da AST sem alterar a atividade da ALT,
enquanto que a Ado ndo altera a atividade dessas aminotransferases.
Estas enzimas sdo responsaveis pela conversdo de aminoacidos como a
alanina e o aspartato aos seus a-cetoacidos correspondentes (piruvato e
oxaloacetato, respectivamente). Estes aminoacidos, assim como
glutamina, leucina e valina sdo importantes para o metabolismo
energético das células de Sertoli. Além disso, as células de Sertoli
secretam o lactato, que ird suprir as necessidades energéticas das células
germinativas (ALVES et al., 2012). Neste contexto, a estimulagdo na
atividade da AST pelo ATPe pode levar a alteracbes metabdlicas
importantes para o epitélio seminifero. Em virtude de o ATPe ter
aumentado a atividade da AST, um possivel déficit energético pode ndo
estar relacionado com um desequilibrio nos pardmetros oxidativos. Em
outro segmento, quando referente a atividade da LDH, ndo se
identificou alteracdo nem na exposicdo a Ado e nem ao ATPe,
evidenciando que mesmo que o ATPe induza estresse oxidativo, ndo
resulta em inviabilidade celular.

7.1 CONSIDERAGCOES FINAIS

Quando analisados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo
sugerem que o ATPe exerce a¢Bes modulatdrias sobre o testiculo de
ratos imaturos, induzindo estresse oxidativo, aumento nos niveis
intracelulares de Ca®** levando a ruptura da homeostase do Ca*, e esse
mecanismo se da via interacdo com receptores do tipo P2Xs,
desencadeando a ativacdo de cascatas de sinalizacdo celular envolvendo
a via da PI3K e da MEK-ERK1/2, resultando na diminuicdo da
atividade da y-GT, aumento do influxo de [**C]-glutamato acompanhado
do aumento da atividade da GS, sem desencadear morte de células
testiculares. A figura 21 representa, esquematicamente, 0 mecanismo de
acao proposto para o ATPe em células testiculares em desenvolvimento.

Considerando as importantes fun¢fes modulatdrias das purinas
extracelulares sobre a proliferacdio e diferenciagdo de células
testiculares, novos estudos se fazem necessarios com o objetivo de
elucidar o possivel papel fisioldgico, bem como o mecanismo de
toxidade mediado pelo ATPe em células testiculares, a fim de fornecer



121

suporte para o desenvolvimento de novas abordagens farmacoldgicas, e
entendimento da sua correlagio com as células testiculares.
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Figura 21 - Mecanismo de agéo proposto para o ATPe em testiculos de ratos

imaturos.
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O ATPe leva ao actimulo de Ca” intracelular e induz estresse oxidativo via
oxidagdo de proteinas e aumento da peroxidacdo lipidica. Esse mecanismo se da
via interagdo com purinoceptores do tipo P2X; e através de mecanismos
dependentes de efluxo de Ca” do reticulo endoplasmatico e da ativacéo de vias
de sinalizagdo da PI3K e MEK/ERK os quais resultam em uma modulagdo
negativa sobre a atividade da y-GT, e também da G6PD, sendo que a
diminuicdo desta ultima limita os niveis de NADPH, importante doador de
elétrons para biossinteses redutoras, tais como para a redugdo da GSSG em
GSH. Além disso, o mecanismo mediado pelo ATPe esta acoplado a um
aumento no influxo de [**C]-Glutamato, aumento da atividade da GS.
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8 CONCLUSOES

v' O ATPe em concentracfes ndo fisioldgicas medeia acOes
mediante interacdo com purinoceptores do tipo P2X; e sua
ativacdo se dé& acoplado a um aumento do influxo de Ca*" em
células testiculares de ratos imaturos. Esse mecanismo resulta
em estresse oxidativo, evidenciado pelo aumento da
peroxidacdo lipidica e da oxidacdo de proteinas;

v" Os mecanismos envolvidos no influxo de Ca®* induzidos pelo
ATPe sdo independentes de CCDV-L e dependentes da entrada
deste ion, bem como de seu efluxo do reticulo endoplasmatico;

v O aumento na atividade da y-GT induzido pelo ATPe sédo
dependentes da ativagdo das vias de sinalizagdo da PI3K e da
ERK1/2;

v Os antioxidantes vitamina C, Trolox® e GSH (quando co-
incubados com o ATPe) previnem a diminuicdo da atividade da
y-GT desencadeada pelo aumento do influxo de Ca*" via
interacdo do ATPe com seu respectivo receptor;

v" O ATPe ndo afetou os sistemas de defesa antioxidante
enzimaticos, com excecdo da diminui¢do observada na
atividade da G6PD, sugerindo-se que vias alternativas possam
estar mediando o fornecimento de NADPH para a manutencao
do contetido de GSH;

v Flutuagdes no influxo de Ca?* participam de alguma forma no
mecanismo de indu¢ao na atividade da y-GT;

v" O trocador NCX ndo estd envolvido com o mecanismo pelo
qual o ATPe modula a atividade da y-GT,;

v' O sistema A de transporte de aminoacidos neutros, como a
alanina, serina e glutamina, esta envolvido com o mecanismo
pelo qual o ATPe diminui a atividade da y-GT, resultando,
possivelmente, no bloqueio de sistema de transporte;

v' O ATPe aumenta o influxo de [**C]-glutamato acompanhado de
um aumento na atividade da GS e, consequentemente, aumenta
a disponibilidade de glutamina no testiculo. O sistema de
transporte de aminoacidos A esté parcialmente envolvido com o
aumento do influxo de [**C]-glutamato mediado pelo ATPe;

v' O ATPe altera a atividade da AST sem alterar a atividade da
ALT e sem desencadear inviabilidade celular.
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9 PERSPECTIVAS

Dando continuidade ao presente estudo, pretende-se elucidar as
alteragdes fisiologicas mediadas pelo ATPe sobre o testiculo de ratos
imaturos, investigando-se os seguintes parametros:

v' Verificar a expressdo da proteina Nrf2 em testiculos e em

células de Sertoli de ratos imaturos, com o intuito de confirmar
0 envolvimento desta via na resposta ao estresse oxidativo
mediado pelo ATPe;

v Estudar a influéncia do ATPe sobre a expresséo e atividade das
enzimas envolvidas na sintese e metabolismo da glutationa:
gama-glutamilcisteina sintetase, glutationa sintetase e y-GT;

v Estudar possiveis vias de sinalizacdo alternativas que, além das
determinadas no presente estudo, possam estar sendo
moduladas pelo ATPe;

v" Mensurar a atividade de enzimas do ciclo de Krebs e da via
glicolitica em células testiculares de ratos imaturos, com o
intuito de comprovar alteracGes no metabolismo energético,
bem como elucidar seu papel na fisiologia testicular;

v"Avaliar possiveis efeitos modulatérios do ATPe em células
testiculares no hipotireoidismo, com a ressalva de que 0s
horménios tireoidianos participam de diversas fungbes
testiculares;

v Evidenciar se concentracGes menores de ATPe sdo capazes de
induzir estresse oxidativo em testiculos imaturos e em células
de Sertoli;

v Identificar a expressdo de transportadores glutamatérgicos do
tipo GLAST e GLT-1 em células de Sertoli no
desenvolvimento.
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