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RESUMO 
 

A 1α,25-diidroxivitamina D3 (1,25-D3) é o metabólito ativo da vitamina 
D3. A 1,25-D3 é crítica para a manutenção da reprodução, já que a 
redução da fertilidade foi observada em ratos machos deficientes de 
vitamina D. Este hormônio exerce ações via receptor nuclear (VDRn) e 
através de vias de respostas rápidas associadas a um receptor presente na 
membrana plasmática (VDRmem). As células de Sertoli são o principal 
componente estrutural do túbulo seminífero, e são responsáveis pela 
regulação do fluxo de nutrientes para as células germinativas em 
desenvolvimento. Dois fatores importantes no metabolismo das células 
de Sertoli são a atividade da enzima gama-glutamil transpeptidase 
(GGT) e a secreção de lactato para a nutrição das células germinativas. 
O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito e o mecanismo de ação da 
1,25-D3 na atividade da enzima GGT e no metabolismo energético 
através da secreção de lactato e captação de glicose em células de Sertoli 
de ratos de 30 dias de idade. Neste trabalho foi demonstrado que a 1,25-
D3 aumentou a atividade da GGT em 6 h através da interação com o 
receptor VDRmem e possível ativação da proteína cinase A (PKA), e 
em tempos mais prolongados o bloqueio da síntese proteica inibiu o 
efeito do hormônio, sugerindo que a regulação da atividade da GGT pela 
1,25-D3 também esteja relacionada à expressão da enzima. Como a GGT 
participa na regeneração da glutationa (GSH), os níveis de GSH foram 
estudados nas células de Sertoli, porém não houve alteração destes 
níveis no tratamento com a 1,25-D3. O lactato é o substrato energético 
preferencial das células germinativas, e foi verificado que o tratamento 
das células de Sertoli com a 1,25-D3 estimulou a liberação de lactato, 
além de aumentar a captação de [14-C]-2-Deoxi-d-glicose (14C-DG) e a 
atividade intracelular da enzima lactato desidrogenase (LDH). A 
fosforilação oxidativa foi verificada nas células de Sertoli através de 
respirometria de alta resolução, e foi observado que a respiração 
mitocondrial não foi alterada nas células tratadas com a 1,25-D3 
corroborando com o aumento da produção de lactato pelas células de 
Sertoli. Neste ensaio também foi observada uma diminuição 
significativa na produção de espécies reativas de oxigênio. Foi medida a 
atividade da enzima LDH extracelular, onde foi demonstrado que a 
1,25-D3 não possui capacidade citotóxica. Como conclusão deste 
trabalho, a 1,25-D3 aumenta a atividade da GGT e secreção de lactato, 
parâmetros importantes da função das células de Sertoli, o que sugere 
que este hormônio representa um dos fatores importantes na regulação 
do metabolismo das células de Sertoli, destinado a aumentar o 



 

fornecimento de nutrientes e melhorar os mecanismos de defesa 
antioxidantes para o desenvolvimento normal e completo da onda 
espermatogênica. 
 
Palavras-chave: 1,25-D3; GGT; lactato; 14C-DG; LDH; células de 
Sertoli; testículo. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 



 

ABSTRACT 
 

1α,25-diidroxivitamin D3 (1,25-D3) is the biologically active metabolite 
of vitamin D3. 1,25-D3 is critical for the maintenance of normal 
reproduction since reduced fertility is observed in vitamin D-deficient 
male rats. This hormone acts through a nuclear receptor (VDRn) and via 
rapid response pathways associated to a putative membrane receptor 
(VDRmem). Sertoli cells are the most important structural component of 
seminiferous tubules, and they are responsible for regulating the nutrient 
influx for germ cells development. Two important factors in Sertoli cell 
metabolism regulation are the gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) 
enzime activity and lactate secretion for germ cell nutrition. The aim of 
the present work was to study the effect and mechanism of action of 
1,25-D3 on GGT activity and on metabolic activity through lactate 
secretion and glucose uptake in 30-day-old rat Sertoli cells. The results 
show that 1,25-D3 increased GGT activity in 6 h through interaction 
with VDRmem and possibly with protein kinase A (PKA) activation, 
and in longer incubations the protein synthesis inibition prevented the 
hormone effect, suggesting that the GGT activity regulation by the 1,25-
D3 is also related to enzyme synthesis. As GGT is also related to 
gluthatione (GSH) regeneration, the GSH levels in Sertoli cells were 
verified, but no alteration was observed in cells incubated with 1,25-D3. 
Lactate is the preferred energetic substract of germ cells, and it was 
observed that Sertoli cells treatment with 1,25-D3 increased the lactate 
release, and also [14-C]-2-Deoxy-d-glucose (14C-DG) uptake and lactate 
dehydrogenase (LDH) intracellular activity. The oxidative 
phosphorylation in Sertoli cells was verified through high resolution 
respirometry, and it was observed that mitochondrial respiration was not 
altered in cells treated with 1,25-D3, although the increased lactate 
release in these cells. In this essay it was also observed a decrease in 
oxygen reactive species production. The extracellular LDH activity was 
measured and it was demonstrated that 1,25-D3 doesn’t have citotoxic 
capacity. From this work, it is concluded that 1,25-D3 regulates GGT 
activity and lactate release, significant parameters of Sertoli cell 
function, suggesting that this hormone represents an important factor in 
the regulation of Sertoli cell metabolism. Also, 1,25-D3 improves 
cellular antioxidant defenses to the ongoing spermatogenesis. 
 
Keywords: 1,25-D3; GGT; lactate, 14C-DG; LDH; Sertoli cells; testis. 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE FIGURAS 
 
Figura 1 – Organização do testículo. ..................................................... 18!
Figura 2 – Ilustração esquemática da organização do túbulo seminífero.
 ............................................................................................................... 19!
Figura 3 – Ilustração esquemática do metabolismo das células de Sertoli.
 ............................................................................................................... 22!
Figura 4 – Ilustração esquemática da espermatogênese. ....................... 24!
Figura 5 – Esquema da participação da GGT no metabolismo da GSH.
 ............................................................................................................... 28!
Figura 6 – Metabolismo da vitamina D. ................................................ 30!
Figura 7 – Mudanças conformacionais na estrutura da 1,25-D3. .......... 31!
Figura 8 – (A) Efeito da 1,25-D3 na curva de tempo da atividade da 
GGT em células de Sertoli e (B) em fração rica em células germinativas.
 ............................................................................................................... 43!
Figura 9 – (A) Influência do ligante natural do VDR CM e (B, C) da 
síntese proteica na atividade da GGT em células de Sertoli. ................ 45!
Figura 10 – Envolvimento da via da (A) PKA e (B) PKC na atividade da 
GGT em células de Sertoli. ................................................................... 47!
Figura 11 – Efeito da 1,25-D3 nos níveis de GSH em células de Sertoli.
 ............................................................................................................... 48!
Figura 12 – Efeito da 1,25D3 na curva de tempo na liberação de lactato 
(A) e atividade da LDH intracelular (B) em células de Sertoli. ............ 49!
Figura 13 – Efeito da 1,25-D3 na curva de tempo na captação de glicose 
em (A) células de Sertoli e (B) em fração rica em células germinativas.
 ............................................................................................................... 51!
Figura 14 – Efeito da 1,25-D3 no consumo de oxigênio (A) e liberação 
de LDH no meio extracelular (B) em células de Sertoli. ...................... 52!
Figura 15 – Hipótese do mecanismo de ação do hormônio 1,25-D3 na 
atividade da GGT e secreção de lactato em células de Sertoli. ............. 62!
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE ABREVIATURAS 
 
1,25-D3 – 1alfa,25-diidroxivitamina D3 
14C-DG - [14-C]-2-Deoxi-d-glicose 
ALT – Alanina aminotransferase 
AMPK – Proteína cinase ativada por AMP 
AR – Receptor de andrógenos 
BDC – Bisdemetoxicurcumina 
CFTR – Reguladores da condutância transmembrana da fibrose cística 
CH - Cicloheximida 
CM - Curcumina 
Cys – Cisteína 
DBP – Proteína sérica ligadora de vitamina D 
DMC - Demetoxicurcumina 
FSH – Hormônio folículo estimulante 
GCL – Glutamato-cisteína ligase 
GGT – Gama-glutamil transpeptidase 
Glu - Glutamato 
GLUT – Transportadores específicos de glicose 
Gly - Glicina 
GnRH – Hormônio liberador de gonadotrofina 
GPX – Glutationa peroxidase 
GSH – Glutationa reduzida 
GSR – Glutationa redutase 
GSS – Glutationa sintetase 
GSSG – Glutationa oxidada 
IGF-I – Fator de crescimento semelhante à insulina 
IL – Interleucina 
KRb – Tampão Krebs Ringer-bicarbonato 
LDH – Lactato desidrogenase 
LH – Hormônio luteinizante 
MAPK – Proteína serina-treonina cinase ativada por mitógeno 
MCT – Transportadores monocarboxilatos específicos 
MIS – Hormônio antimulleriano 
PKA – Proteína cinase A 
PKC – Proteína cinase C 
PLC – Fosfolipase C 
PMA – Forbol 12-miristato 14-acetato 
RXR – Receptor retinóide 
SSC – Célula tronco espermatogonial 
ST – Estearoil-carnitina 



 

TGF – Fator de transformação de crescimento 
TNF-α – Fator de necrose tumoral alfa 
VDCC – Canais de cálcio dependentes de voltagem 
VDR – Receptor de vitamina D membranar 
VDRmem – Receptor alternativo de membrana da vitamina D 
VDRn – Receptor nuclear clássico da vitamina D 
VDRKO – Deficiência do receptor VDR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

SUMÁRIO 
 
1! INTRODUÇÃO ............................................................................. 17!
1.1! Sistema Reprodutor Masculino .................................................... 17!
1.1.1! Testículos .................................................................................. 17!
1.1.2! Células de Sertoli ...................................................................... 18!
1.1.3! Células germinativas e espermatogênese .................................. 23!
1.1.4! Regulação da espermatogênese ................................................. 25!
1.1.5! Células de Sertoli e células germinativas .................................. 26!
1.2! Gama-glutamil transpeptidase ..................................................... 27!
1.3! 1α,25-diidroxivitamina D3 ........................................................... 29!
1.3.1! Metabolismo da vitamina D ...................................................... 29!
1.3.2! Mecanismo de ação da 1,25-D3 ................................................ 31!
1.3.3! 1,25-D3 e o sistema reprodutor ................................................. 33!
2! OBJETIVOS .................................................................................. 35!
2.1! Objetivo geral ............................................................................... 35!
2.2! Objetivos específicos ................................................................... 35!
3! METODOLOGIA ......................................................................... 37!
3.1! Animais ........................................................................................ 37!
3.2! Isolamento de células de Sertoli e obtenção de células 
germinativas .......................................................................................... 37!
3.3! Atividade da enzima gama-glutamil transpeptidase .................... 37!
3.4! Captação de glicose ...................................................................... 38!
3.5! Determinação dos níveis de lactato .............................................. 38!
3.6! Atividade da enzima lactato desidrogenase (morte celular e 
atividade intracelular) ............................................................................ 39!
3.7! Consumo de oxigênio mitocondrial ............................................. 39!
3.8! Conteúdo de glutationa reduzida ................................................. 40!
3.9! Análise estatística ......................................................................... 40!
4! RESULTADOS ............................................................................. 43!
4.1! 1,25-D3 estimula a atividade da GGT em células de Sertoli ........ 43!
4.2! Efeito da CM e CH na ação estimulatória da 1,25-D3 na atividade 
da GGT em células de Sertoli ................................................................ 44!
4.3! Envolvimento da PKA e PKC no efeito estimulatório da 1,25-D3 
na atividade da GGT em células de Sertoli ........................................... 46!
4.4! Efeito da 1,25-D3 no conteúdo de GSH em células de Sertoli ..... 48!
4.5! A 1,25-D3 estimula a produção de lactato e atividade da LDH 
intracelular em células de Sertoli .......................................................... 49!
4.6! Efeito da 1,25D3 na captação de glicose em células de Sertoli ... 50!
4.7! Efeito da 1,25-D3 na respiração mitocondrial e na morte celular 
em células de Sertoli .............................................................................. 52!



 

5! DISCUSSÃO .................................................................................. 55!
6! CONCLUSÕES .............................................................................. 61!
7! REFERÊNCIAS ............................................................................. 65!



 17 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Sistema Reprodutor Masculino 
 

O Sistema Reprodutor Masculino de humanos consiste em um 
par de testículos, local de produção de espermatozóides e hormônios 
sexuais esteróides; vias espermáticas (epidídimo, canal deferente, uretra) 
que permitem a maturação, circulação e liberação de espermatozóides; 
pênis e glândulas anexas (vesículas seminais, próstata e glândulas 
bulbouretrais) que secretam o líquido que transporta os espermatozóides 
(FAWCETT, 1993). 

 
1.1.1 Testículos 
 
 O testículo é um órgão complexo e compartimentalizado que 
possui duas funções importantes no processo de reprodução: a produção 
de hormônios sexuais esteróides e a produção de gametas 
(espermatogênese e espermiogênese). Estas funções testiculares são 
controladas por gonadotrofinas e diversos fatores sintetizados 
localmente, como esteróides, fatores de crescimento e citocinas (SAEZ, 
1994; BOURGUIBA et al., 2003; CARREAU; HESS, 2010). 
 O tecido testicular é dividido em dois compartimentos: os 
túbulos seminíferos e o tecido intersticial (figura 1). O compartimento 
intersticial está situado entre os túbulos seminíferos e constituído de 
tecido conjuntivo frouxo, células de Leydig, as quais são responsáveis 
pela produção de testosterona, assim como fibroblastos, macrófagos, 
linfócitos e vasos sanguíneos e linfáticos. Nos túbulos seminíferos 
ocorre a produção de gametas, sendo o epitélio constituído por células 
de Sertoli rodeadas pelas células germinativas, as quais se diferenciam 
por meiose a espermatozóides. O epitélio seminífero é cercado por 
células peritubulares ou mióides, que estão em contato com a superfície 
basal das células de Sertoli (BELLVÉ et al., 1977; KRAWETZ; DE 
ROOIJ; HEDGER, 2009). Os túbulos seminíferos são a unidade 
funcional do testículo, enquanto que as células de Sertoli são 
consideradas o principal componente estrutural do epitélio seminífero 
por possuírem um papel central no desenvolvimento funcional do 
testículo (RATO et al., 2012a). 
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Figura 1 – Organização do testículo. 

 
 
À esquerda, uma representação do testículo com os túbulos seminíferos 
circundados pelo tecido intersticial. À direita, a demonstração de um corte 
transversal dos túbulos seminíferos, demonstrando as células germinativas nos 
diferentes estágios de diferenciação (em verde) ao redor das células de Sertoli 
(amarelo). Em contato com a membrana basal das células de Sertoli estão 
representadas as células mióides peritubulares. No compartimento intersticial 
são demonstradas as células de Leydig e vasos sanguíneos.  
Fonte: Adaptado de Cooke; Saunders, 2002. 
 
 
1.1.2 Células de Sertoli 
 
 As células de Sertoli são o principal elemento estrutural do 
epitélio seminífero. Frequentemente chamadas de “células enfermeiras”, 
são responsáveis pela regulação do fluxo de nutrientes e fatores de 
crescimento para as células germinativas em desenvolvimento (figura 2). 
As células de Sertoli formam junções apertadas próximo à membrana 
basal entre as células adjacentes, criando a barreira hemato-testicular. A 
barreira hemato-testicular atua como uma barreira física, imunológica e 
fisiológica, controla o fluxo de moléculas, nutrientes, células do sistema 
imune e citocinas entre os compartimentos basal e luminal do túbulo 
seminífero (PETERSEN; SÖDER, 2006; RATO et al., 2012a). 
 

Testículos 
Introdução – Objetivos – Metodologia – Resultados e Discussão – Conclusões - Referências 

© 2002 Nature Publishing Group
792 |  OCTOBER 2002 | VOLUME 3 www.nature.com/reviews/genetics

R E V I EW S

Sertoli cells depends on expression of a Y-linked gene
sex-determining region Y (Sry), which encodes an
HMG (high mobility group)-containing transcrip-
tion factor11. Deletion studies revealed other genes
that contribute to differentiation of the fetal testis.
For example, mice that lack the transcription factor
steroidogenic factor 1 (Nr5a1; nuclear receptor sub-
family 5, group A, member 1) do not develop a testis,
an ovary or an ADRENAL GLAND12. Because somatic cells
in the genital area of these mice die at 11.5 days post-
coitum (d.p.c.), there are no somatic cells to support
subsequent germ-cell development12.

when the mature spermatozoa are released from the
Sertoli cells into the lumen of the seminiferous epithe-
lium. This is a complex process that involves a progres-
sive loss of adhesive cell junctions and is at present
poorly understood.

Fetal germ-cell development
The testis comprises the somatic cells, which lie in the
region of the embryo destined to become the gonad,
and the germ cells, which migrate into this region
from the fetal extra-embryonic membranes. Mouse
transgenic studies showed that differentiation of the

SPERMIOGENESIS

The stage of spermatogenesis
during which spermatids
undergo cell remodelling and
DNA compaction.

SPERMIATION

The release of mature
spermatozoa from the surface of
the Sertoli cell into the lumen of
the seminiferous tubule.

Vas
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c
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Figure 2 | Organization of the testis. a | A cross-section
through a testis, showing the location of the seminiferous
tubules, the vas deferens and the epididymis. b | A
diagrammatic cross-section through a testicular tubule,
showing the germ cells (green) at different stages of maturation
developing embedded in somatic Sertoli cells (each Sertoli cell
is outlined in red). Leydig cells (LC) — where testosterone is
synthesized — are present in the interstitium. Maturing sperm
are shown in the lumen of the tubules. PTM, peritubular myoid
cell. c | A single Sertoli cell with its associated germ cells. Note
that tight juctions between Sertoli cells (arrowhead) define two
compartments: the stem cells and the pre-meiotic cells
(spermatogonia) are found on one side of the junction,
whereas the meiotic (spermatocytes) and the post-meiotic
(round and elongating spermatids) cells are found organized in
strict order of maturation towards the lumen (cytoplasm is
shown in dark green, DNA is shown in pink, Sertoli cell nucleus
is shown in orange).

Vaso%
Epidídimo%

Tes.culo%

Túbulos%
Seminíferos%

Núcleo%das%células%
de%Sertoli%

Célula%mióide%
peritubular%

Lúmen% Membrana%
basal%

Célula%de%Sertoli%

Célula%de%
Leydigi%

Vasos%sangúíneos%

(Adaptado(de(Cooke;(Saunders,(2002;(Carreau;(Hess,(2010)(



 19 

 
 
Figura 2 – Ilustração esquemática da organização do túbulo seminífero. 
 

 
As células germinativas durante o seu desenvolvimento se mantém próximas às 
células de Sertoli. As células mióides estão em contato com a membrana basal 
das células de Sertoli, e no tecido intersticial são encontradas células de Leydig, 
fibroblastos e capilares sanguíneos, dentre outros.  
Fonte: Adaptado de Junqueira e Carneiro, 2003. 
 
 

As células de Sertoli fornecem fatores necessários para o 
metabolismo das células germinativas, como lactato, transferrina e 
proteína ligadora de andrógeno. São também responsáveis pela produção 
de fatores de crescimento  (fator de célula tronco, fatores de 
transformação de crescimento alfa e beta (TGFα e TGFβ), fator de 
crescimento semelhante à insulina-I (IGF-I)). Além disso, as células de 
Sertoli produzem hormônios (inibina e estradiol) que regulam o 
desenvolvimento das estruturas reprodutivas masculinas ou a 
retroalimentação negativa de sinais hormonais que afetam as células de 
Sertoli (hormônio antimulleriano (MIS) e inibina) (SKINNER, 2005).  
Além da nutrição e manutenção do epitélio germinativo, estas células 
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também fagocitam células germinativas em degeneração e corpos 
residuais, liberam espermátides na espermiação, produzem proteínas que 
regulam e/ou respondem à liberação de hormônios pituitários e que 
influenciam a atividade mitótica das espermatogônias (SOFIKITIS et 
al., 2008). 

Nos testículos de mamíferos, as células de Sertoli exercem um 
papel chave no início e na manutenção da espermatogênese. A 
proliferação das células de Sertoli ocorre mais ativamente antes do 
nascimento, e em ratos a proliferação se estende até três semanas após o 
nascimento. Este processo possui várias etapas e é denominado 
“maturação”, onde as células se transformam de células “fetais” em 
“adultas”, perdendo a capacidade proliferativa e ativando várias funções 
necessárias para a manutenção e suporte da espermatogênese. Após este 
período, o número de células de Sertoli, por testículo, é considerado 
estável no decorrer da vida animal. O número de células de Sertoli no 
testículo adulto determina tanto o tamanho do testículo como a produção 
diária de esperma. Esta relação se dá pelo fato que cada célula de Sertoli 
possui capacidade fixa para o número de células germinativas que 
consegue suportar/sustentar (SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002; 
SHARPE et al., 2003; PETERSEN; SÖDER, 2006). As células de 
Sertoli formam associações íntimas com as células germinativas através 
de inúmeras prolongações citoplasmáticas nos diferentes estágios de 
desenvolvimento das células germinativas (RATO et al., 2012a). 

Já foi demonstrado que as células de Sertoli são alvos da ação 
de diversos hormônios, fatores parácrinos e autócrinos. Entre eles, 
atuam nas Sertoli o hormônio folículo estimulante (FSH), testosterona, 
hormônios da tireóide, prolactina, retinol, vitamina D, estrogênio, 
fatores de crescimento, inibina B e citocinas inflamatórias (IL-1α, IL-1β, 
TNF-α e IL-6). Vários destes hormônios agem nas células de Sertoli 
regulando funções celulares como secreção, proliferação, diferenciação 
e atividade enzimática. Dentre as enzimas reguladas por hormônios nas 
células de Sertoli está a gama-glutamil transpeptidase (GGT); uma 
enzima associada à membrana que age como sistema de transporte de 
aminoácidos através da membrana plasmática (TATE; MEISTER, 1981; 
SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002; SHARPE et al., 2003; 
PETERSEN; SÖDER, 2006). A investigação da função das células de 
Sertoli in vitro está focada na influência de vários fatores endócrinos e 
parácrinos na expressão e atividade de certas proteínas, como 
transferrina, aromatase, receptor de andrógenos e a lactato 
desidrogenase (LDH) (PETERSEN; SÖDER, 2006). 
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 Os mecanismos que regulam o metabolismo das células de 
Sertoli são fundamentais para a manutenção da espermatogênese e 
fertilidade masculina. As células de Sertoli possuem plasticidade 
metabólica, e podem adaptar o metabolismo de acordo com os substratos 
energéticos disponíveis. A glicose não é o substrato principal utilizado 
pelas células de Sertoli, sendo a β-oxidação lipídica a via preferencial 
utilizada para produção de energia nestas células. As células de Sertoli 
mantém a viabilidade em cultura na ausência de glicose, e produzem 
ATP através do metabolismo de lipídios e lactato a partir de 
aminoácidos, como a glutamina e a leucina, e também a partir do 
glicogênio. A importância da β-oxidação nestas células é enfatizada pelo 
papel como recicladoras de lipídios, já que as células de Sertoli podem 
fagocitar e degradar células espermatogênicas apoptóticas e corpos 
residuais para a formação de lipídios que serão utilizados para a 
produção de ATP durante a espermatogênese (KAISER et al., 2005; 
XIONG et al., 2009; RATO et al., 2012a). 

A maior parte da glicose captada pelas células de Sertoli é 
convertida em lactato, o qual é secretado para a nutrição das células 
germinativas (ROBINSON; FRITZ; 1981). Já foram identificados três 
tipos de transportadores específicos de glicose (GLUTs) nas células de 
Sertoli: GLUT1, GLUT3 e GLUT8, sendo que o último não está 
relacionado com o transporte de glicose do meio extracelular (ANGULO 
et al., 1998; PIROLI et al., 2002; GALARDO et al., 2008). A enzima 
LDH converte o piruvato produzido a partir da glicose para lactato, o 
qual é exportado para o meio extracelular através de transportadores 
monocarboxilatos específicos (MCTs) presentes na membrana 
plasmática das células de Sertoli (figura 3) (OLIVEIRA et al., 2011). 
Diversos fatores regulam o metabolismo e a produção de lactato nas 
células de Sertoli como: FSH, insulina, IGF-I, citocinas, ácido 
araquidônico, proteína cinase ativada por AMP (AMPK) e hormônios 
esteróides sexuais (OONK; JANSEN, GROOTEGOED, 1989; RIERA 
et al., 2001; MERONI et al., 2003; GALARDO et al., 2007; OLIVEIRA 
et al., 2011; RATO et al., 2012b). 
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Figura 3 – Ilustração esquemática do metabolismo das células de Sertoli. 
     

 
 
A β-oxidação é a via preferida pelas células de Sertoli para a produção de 
energia, e a maior parte da glicose captada por estas células através dos 
transportadores de glicose (GLUTs) é convertida em lactato através da enzima 
lactato desidrogenase (LDH). O lactato é então transportado para fora das 
células de Sertoli através de transportadores de monocarboxilatos (MCTs) para 
a nutrição das células germinativas. Abreviações: ALT, alanina 
aminotransferase; GLUT, transportador de glicose; LDH, lactato desidrogenase; 
MCT, transportador de monocarboxilato.  
Fonte: Adaptado de Rato et al., 2012a. 
 
 

A regulação do metabolismo das células de Sertoli é 
fundamental e pode ter efeito direto na fertilidade masculina. A 
modulação de vias metabólicas em células testiculares somáticas, 
especialmente nas células de Sertoli, é determinada por diversos fatores, 
como a disponibilidade de substratos metabólicos e a ação de hormônios 
e outros fatores endógenos e exógenos que irão ter uma contribuição 
cooperativa/sinérgica para a progressão da espermatogênese (RATO et 
al., 2012a). 

Mitocôndria+

MCT+

MCT+
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1.1.3 Células germinativas e espermatogênese 
 
 As células germinativas são encontradas nos túbulos 
seminíferos, entre as células de Sertoli. O processo de desenvolvimento 
e diferenciação das células germinativas possui diferentes estágios, no 
decorrer dos quais as células germinativas podem ser classificadas em 
espermatogônias, espermatócitos primário e secundário e espermátide 
(redonda e alongada) (HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF, 2003). 
 Na espermatogênese as células germinativas passam por uma 
complexa diferenciação que envolve diversas alterações morfológicas, 
levando à formação de espermatozóides diferenciados. A 
espermatogênese pode ser subdividida em três fases principais: (i) 
proliferação mitótica espermatogonial, (ii) meiose e (iii) espermiogênese 
– processo morfológico onde a espermátide haplóide é convertida em 
espermatozóide (LEBLOND; CLERMONT, 1952). No decorrer da 
espermatogênese, as células germinativas se movem da periferia para o 
lúmen do túbulo seminífero. Um corte transversal do túbulo seminífero 
mostra as espermatogônias localizadas na base do túbulo, 
espermatócitos no meio, e espermátides no ápice do epitélio, 
demonstrando a progressão do desenvolvimento de células imaturas às 
células germinativas maduras à medida que elas se movem em direção 
ao lúmen, onde as espermátides são liberadas, ou espermiadas como 
espermatozóides (HESS; FRANÇA, 2008; RATO et al., 2012a). 

A espermatogênese inicia com a replicação mitótica de células 
tronco espermatogênicas (espermatogônia A) para garantir a linhagem 
de células germinativas e dar início a novas populações. Uma das 
células filhas se diferencia a espermatogônia B, que pode ser 
identificada através de critérios morfológicos. A espermatogônia B se 
diferencia em espermatócito primário, o qual atravessa a barreira 
hemato-testicular e entra na primeira fase da divisão meiótica, gerando 
espermatócitos secundários. Na segunda divisão meiótica são 
produzidas espermátides redondas. Uma vez que espermátides são 
formadas, a divisão celular para e é iniciado o processo de 
espermiogênese, que dá origem a espermátides alongadas. Este processo 
culmina na liberação das espermátides alongadas do epitélio germinal no 
lúmen do túbulo seminífero, sendo as células livres chamadas de 
espermatozóides (figura 4) (DE ROOIJ, 2001;  HOLSTEIN; SCHULZE; 
DAVIDOFF, 2003; HESS; FRANÇA, 2008) 
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Figura 4 – Ilustração esquemática da espermatogênese. 
 

 
 
As células germinativas, no decorrer do processo da espermatogênese, sofrem 
diversas alterações morfológicas, se movimentando da membrana basal do 
túbulo seminífero em direção ao lúmen, onde o espermatozóide é liberado. 
Através de divisões mitóticas, uma célula tronco espermatogonial se divide, 
dando origem a uma célula filha com as mesmas características e a outra célula 
filha comprometida, que é direcionada para a espermatogênese. Durante este 
processo, as células germinativas passam por divisões meióticas, dando origem 
a um espermatozóide diferenciado e funcional. Abreviações: SSC, célula tronco 
espermatogonial.  
Fonte: Adaptado de Krawetz et al., 2009. 
 
 
 Ainda que as células germinativas expressem todas as enzimas 
da via glicolítica, estas células são dependentes do lactato presente no 
meio extracelular fornecido pelas células de Sertoli para a produção de 
ATP. Em espermatócitos e espermátides, o metabolismo da glicose não 
é suficiente para a produção de energia, sendo o lactato o substrato 
preferencial para o metabolismo energético destas células. Embora a 
glicólise esteja inibida em espermatócitos e espermátides, as 
espermatogônias e os espermatozóides possuem alta capacidade 
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glicolítica e a presença de glicose é necessária para a motilidade 
hiperativada dos espermatozóides em humanos e camundongos, entre 
outras espécies. A motilidade hiperativada é requerida para a penetração 
da zona pelúcida dos ovócitos. A glicose também é necessária para os 
eventos de fosforilação de tirosinas de proteínas espermáticas 
relacionados com a capacitação dos espermatozoides. (BOUSSOUAR; 
BENAHMED, 2004; ALVES et al., 2012; RATO et al., 2012a).  
 
1.1.4 Regulação da espermatogênese 
 
 A espermatogênese é regulada pelo eixo hipotálamo-hipófise-
testículo, basicamente por dois hormônios pituitários: FSH e LH, os 
quais ligam funcionalmente o cérebro com os testículos e a disfunção 
deste eixo leva a infertilidade. No hipotálamo, a secreção pulsátil do 
hormônio regulador de gonadotrofina (GnRH) inicia a liberação de LH 
da hipófise, estimulando as células de Leydig a produzir testosterona. A 
testosterona é distribuída por todo o organismo, o que fornece um 
controle de retroalimentação negativa para a hipófise relacionada à 
atividade secretória das células de Leydig. Nos túbulos seminíferos a 
testosterona atua no processo de espermatogênese. A estimulação das 
células de Sertoli pelo FSH secretado pela hipófise é necessária para a 
maturação das células germinativas. Em resposta a este processo, as 
células de Sertoli secretam inibina no mecanismo de feedback 
direcionado à hipófise (HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF, 2003; 
PETERSEN; SÖDER, 2006; RUWANPURA; MCLACHLAN; 
MEACHEM, 2010).  

A testosterona e o FSH possuem um papel importante na 
regulação da espermatogênese. Em roedores, o FSH tem ação 
principalmente no desenvolvimento espermatogonial, enquanto que a 
testosterona parece ter um efeito negativo na proliferação. A 
testosterona suporta parcialmente a maturação dos espermatócitos, 
porém em ratos é essencial na progressão de espermátides redondas para 
alongadas. Tanto a testosterona como o FSH são necessários para a 
liberação das espermátides das células de Sertoli (SHETTY et al., 2002; 
RUWANPURA; MCLACHLAN; MEACHEM, 2010). 

A regulação da espermatogênese não depende somente dos 
hormônios do eixo hipotálamo-hipófise, mas também de diversas 
moléculas sintetizadas localmente pelas células somáticas e 
germinativas, como esteróides, fatores de crescimento e citocinas. Além 
dos andrógenos, o estrogênio tem um papel direto na regulação da 
espermatogênese, estimulando funções como motilidade, produção de 
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lactato e metabolização de diversos substratos em espermatozóides. 
Outros fatores de crescimento também são liberados pelas células de 
Sertoli e diversos tipos de células germinativas, formando um complexo 
sistema de regulação das funções celulares e dos processos de 
desenvolvimento das células germinativas (ALVES et al., 2012). 
 
1.1.5 Células de Sertoli e células germinativas 
 

A íntima associação morfológica entre as células de Sertoli e 
germinativas em diferentes estágios de desenvolvimento é claramente 
visível no epitélio seminífero. Como resultado, é concebível que 
inúmeras interações ocorram entre estas células durante a 
espermatogênese, a nível molecular e/ou bioquímico (CHENG; MRUK, 
2002). 

As células de Sertoli são responsáveis por fornecer suporte 
energético e nutricional para as células germinativas em 
desenvolvimento. É imprescindível que as células germinativas recebam 
um nível adequado de substratos energéticos, caso contrário estas 
células podem sofrer degeneração e ativar vias apoptóticas. Células 
germinativas em desenvolvimento possuem necessidades metabólicas 
específicas, usando preferencialmente lactato como substrato para a 
produção de ATP. As células de Sertoli produzem lactato a partir de 
vários substratos, mas utilizam preferencialmente a glicose para este 
processo. As células de Sertoli asseguram o suporte nutricional das 
células germinativas secretando nutrientes ou intermediários 
metabólicos, como aminoácidos, carboidratos, lipídios, vitaminas e íons 
metálicos (RATO et al., 2012a). 

Durante a espermatogênese, as células germinativas em 
desenvolvimento permanecem próximas às células de Sertoli (KOPERA 
et al., 2010). Sem o apoio físico e metabólico das células de Sertoli, os 
processos de diferenciação, meiose e transformação em espermatozóides 
das células germinativas não ocorreriam (SHARPE et al., 2003). As 
células de Sertoli e germinativas produzem em conjunto diversas 
moléculas importantes para o contato célula-célula no epitélio 
seminífero, como hormônios, fatores de crescimento, proteases, 
inibidores de proteases e componentes da matriz extracelular. As células 
de Sertoli fornecem ainda outros fatores necessários para o processo de 
espermatogênese, como glicoproteínas que facilitam o transporte iônico 
e hormonal (p.e. transferrina e a proteína ligadora de andrógenos) e 
componentes estruturais na membrana basal entre as células de Sertoli e 
as células peritubulares (SOFIKITIS et al., 2008). 
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1.2 Gama-glutamil transpeptidase 
 

A GGT é uma enzima localizada na membrana plasmática de 
células com atividade secretória e absortiva, com uma ampla 
distribuição em diversos tecidos de mamíferos (CASTON; SANBORN, 
1988). A GGT catalisa a transferência de resíduos gama-glutamil para 
L-aminoácidos ou para outros peptídeos, sendo a glutationa (GSH) o 
principal substrato. A clivagem da glutationa eleva os níveis 
extracelulares de cisteína, o precursor limitante para a síntese de 
glutationa no meio intracelular (figura 5). Como consequência, a GGT 
participa da manutenção da homeostase redox de células e processos 
dependentes de oxiredução, como proliferação, diferenciação, aderência 
ou reatividade a condições adversas intra e extracelulares (MERONI et 
al., 1997; MARES et al., 2005). Além da contribuição da GGT na 
homeostase redox, esta também participa no transporte de aminoácidos 
através da membrana plasmática (TATE; MEISTER, 1981; MERONI et 
al., 1997). A síntese ou atividade da GGT é regulada por diversos 
fatores, como etanol, fatores de crescimento e hormônios (GARCION et 
al., 1999). 

A GGT é considerada um marcador testicular da atividade das 
células de Sertoli em ratos (SCHTEINGART et al., 1988), e também 
marcador da diferenciação destas células, já que a atividade da GGT em 
células de Sertoli de ratos aumenta consideravelmente entre os 15 e 35 
dias de idade (onde as células de Sertoli se transformam em células 
adultas) e continua constante dali em diante até os 100 dias de idade 
(LU; STEINBERGER, 1977; MERONI; SUBURO; CIGORRAGA, 
2000). Estudos histoquímicos demonstraram a presença da GGT nos 
túbulos seminíferos, com uma pigmentação marcante na porção apical 
das células de Sertoli (HODGEN; SHERINS, 1973). A presença da 
GGT nas células de Sertoli foi confirmada posteriormente, onde foi 
demonstrado que a atividade da enzima em ratos de 30 dias de idade era 
quase 10 vezes maior em células de Sertoli isoladas do que em células 
germinativas, peritubulares ou intersticiais (LU; STEINGERGER, 1977; 
CASTON; SANBORN, 1988). Diversos estudos demonstram que a 
atividade da GGT nas células de Sertoli é regulada por diversos fatores, 
como FSH, interleucina 1-β e fator de crescimento fibroblástico básico, 
além de outros fatores secretados pelas células germinativas. 
(SCHTEINGART; RIVAROLA; CIGORRAGA, 1989; 
SCHTEINGART et al., 1999; MERONI, SUBURO, CIGORRAGA, 
2000). 
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Figura 5 – Esquema da participação da GGT no metabolismo da GSH. 
 

 
 
A GGT remove os resíduos gama-glutamil de aminoácidos e outros peptídeos, 
como a glutationa reduzida (GSH), que é o seu principal substrato. Os 
aminoácidos resultantes são reincorporados nas células, onde a partir da ação 
das enzimas glutamato-cisteína ligase (GCL) e glutationa sintetase (GSS) a 
GSH é regenerada. A GSH, a partir da ação da enzima glutationa peroxidase 
(GPX), participa de reações de redução de peróxidos, sofrendo oxidação. A 
glutationa na forma oxidada (GSSG) sofre a ação da enzima glutationa redutase 
(GSR), voltando a sua forma reduzida e se tornando disponível novamente para 
participar de novas reações. A GSH também atua como molécula redutora em 
outras reações, como a redução de outros radicais livres e espécies reativas de 
oxigênio. A GSH pode atuar tanto no meio intracelular, em espécies reativas 
derivadas do metabolismo celular, ou pode ser liberada no meio extracelular, 
para exercer seu papel redutor neste meio. Abreviações: cys, cisteína; GCL, 
glutamato-cisteína ligase; GGT, gama glutamil transpeptidase; glu, glutamato; 

RESULTS
A total of 29 genetic association studies and 14 expression
studies were identified (see supplementary table 1 online).

Glutathione synthesis
Three enzymes that relate to glutathione synthesis were
considered: gamma-glutamyl transpeptidase (GGT, no studies
found), glutamate–cysteine ligase (GCL) and glutathione
synthetase (GSS). A substitution in the promoter region of
GCLM (the modulatory subunit of GCL), leading to decreased
glutathione levels,11 was associated with a threefold increased
risk of COPD in Chinese smokers.12 In the single study of a
substitution in the catalytic subunit of GCL (GCLC) that results
in decreased expression,13 an increased prevalence was observed
in patients compared with healthy controls (odds ratio (OR)
1.83, 95% confidence interval (CI) 1.00 to 3.36)).14

Expression studies of glutathione synthesis compared expres-
sion in patients with COPD with asymptomatic smokers and/
or non-smokers. Eight of the nine comparisons of GCLC
expression in lung epithelium found upregulation with dis-
ease.15–18 Two comparisons of GCLM expression in lung
epithelium of patients with lung tumour with and without

COPD showed decreased GCLM expression with disease,17

while the single study of patients with COPD without lung
tumour found upregulation.18

There were four comparisons of GCL expression in lung
epithelium of asymptomatic smokers and non-smokers: expres-
sion of both subunits was increased in smokers who were
healthy volunteers18 19 and unchanged or decreased in smokers
with lung tumour.17

Expression of the GCL subunits in alveolar macrophages/
inflammatory cells showed a more consistent pattern. Both
GCLC16 17 20 and GCLM20 were increased in patients with COPD
compared with smokers, and smokers had lower expression of
both subunits compared with non-smokers.17 20 A 27% upregula-
tion of the mRNA of GSS, the final step of GSH synthesis, was
reported in smokers compared with non-smokers (p = 0.08),19 but
was not replicated in comparisons with non-smokers with either
asymptomatic smokers or patients with COPD.18 19

Antioxidant activity of GSH and recycling
Glutathione peroxidase (GPX), glutaredoxin (GLRX), glu-
tathione reductase (GSR) and glucose-6-phosphate dehydrogen-
ase (G6PD) were considered for their role in the antioxidant

Figure 1 Interaction of antioxidant enzymes in response to oxidative stress. *This reaction also occurs without the listed enzyme. CAT, catalase;
cys, cysteine; G6PD, glucose-6-phosphate dehydrogenase; GCL, glutamate–cysteine ligase; GGT, gamma-glutamyl transferase; glu, glutamate;
gly, glycine; GPX, glutathione peroxidase; GRX, glutaredoxin; GSH, reduced glutathione; GSR, glutathione reductase; GSS, glutathione synthetase;
GSSG, oxidised glutathione; GST, glutathione S-transferase; NADP+, oxidised nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NADPH, reduced
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; PRDX, peroxiredoxin; R-S2, disulphide (could be mixed disulphides or glutathionylated proteins);
R-SH2, reduced thiol; SOD, superoxide dismutase; TXNox, oxidised thioredoxin; TXNred, reduced thioredoxin; TXNRD, thioredoxin reductase.
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RESULTS
A total of 29 genetic association studies and 14 expression
studies were identified (see supplementary table 1 online).

Glutathione synthesis
Three enzymes that relate to glutathione synthesis were
considered: gamma-glutamyl transpeptidase (GGT, no studies
found), glutamate–cysteine ligase (GCL) and glutathione
synthetase (GSS). A substitution in the promoter region of
GCLM (the modulatory subunit of GCL), leading to decreased
glutathione levels,11 was associated with a threefold increased
risk of COPD in Chinese smokers.12 In the single study of a
substitution in the catalytic subunit of GCL (GCLC) that results
in decreased expression,13 an increased prevalence was observed
in patients compared with healthy controls (odds ratio (OR)
1.83, 95% confidence interval (CI) 1.00 to 3.36)).14

Expression studies of glutathione synthesis compared expres-
sion in patients with COPD with asymptomatic smokers and/
or non-smokers. Eight of the nine comparisons of GCLC
expression in lung epithelium found upregulation with dis-
ease.15–18 Two comparisons of GCLM expression in lung
epithelium of patients with lung tumour with and without

COPD showed decreased GCLM expression with disease,17

while the single study of patients with COPD without lung
tumour found upregulation.18

There were four comparisons of GCL expression in lung
epithelium of asymptomatic smokers and non-smokers: expres-
sion of both subunits was increased in smokers who were
healthy volunteers18 19 and unchanged or decreased in smokers
with lung tumour.17

Expression of the GCL subunits in alveolar macrophages/
inflammatory cells showed a more consistent pattern. Both
GCLC16 17 20 and GCLM20 were increased in patients with COPD
compared with smokers, and smokers had lower expression of
both subunits compared with non-smokers.17 20 A 27% upregula-
tion of the mRNA of GSS, the final step of GSH synthesis, was
reported in smokers compared with non-smokers (p = 0.08),19 but
was not replicated in comparisons with non-smokers with either
asymptomatic smokers or patients with COPD.18 19

Antioxidant activity of GSH and recycling
Glutathione peroxidase (GPX), glutaredoxin (GLRX), glu-
tathione reductase (GSR) and glucose-6-phosphate dehydrogen-
ase (G6PD) were considered for their role in the antioxidant

Figure 1 Interaction of antioxidant enzymes in response to oxidative stress. *This reaction also occurs without the listed enzyme. CAT, catalase;
cys, cysteine; G6PD, glucose-6-phosphate dehydrogenase; GCL, glutamate–cysteine ligase; GGT, gamma-glutamyl transferase; glu, glutamate;
gly, glycine; GPX, glutathione peroxidase; GRX, glutaredoxin; GSH, reduced glutathione; GSR, glutathione reductase; GSS, glutathione synthetase;
GSSG, oxidised glutathione; GST, glutathione S-transferase; NADP+, oxidised nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NADPH, reduced
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; PRDX, peroxiredoxin; R-S2, disulphide (could be mixed disulphides or glutathionylated proteins);
R-SH2, reduced thiol; SOD, superoxide dismutase; TXNox, oxidised thioredoxin; TXNred, reduced thioredoxin; TXNRD, thioredoxin reductase.
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gly, glicina; GPX, glutationa peroxidase; GSH, glutationa reduzida; GSR, 
glutationa redutase, GSS, glutationa sintetase; GSSG, glutationa oxidada.  
Fonte: Adaptado de Bentley; Emrani; Cassano, 2008. 
 
 

A atividade da GGT é importante para a função reprodutiva, 
porém seu papel nas células de Sertoli ainda não é totalmente conhecido. 
Evidências de que a atividade desta enzima é essencial para o 
desenvolvimento sexual normal foram obtidas utilizando camundongos 
deficientes em GGT, onde os camundongos afetados se demonstraram 
inférteis, com diminuição no tamanho dos testículos, oligospermia e 
hipoplasia das glândulas assessórias (epipídimo e vesícula seminal) 
(HARDING et al., 1997; KUMAR et al., 2000). 

1.3 1α,25-diidroxivitamina D3 
 

1α,25-diidroxivitamina D3 (1,25-D3), também conhecida como 
calcitriol, é a forma ativa do seco esteróide vitamina D3, sendo descrita 
originalmente como um hormônio essencial para a homeostasia mineral 
e óssea.  Esta molécula chave do sistema endócrino da vitamina D 
possui efeitos biológicos em cerca de 37 alvos celulares. A 1,25-D3 está 
envolvida em uma série de processos celulares como homeostasia do 
cálcio, diferenciação celular, respostas imunológicas e regulação da 
expressão gênica (BOUILLON; OKAMURA; NORMAN, 1995; 
MIZWICKI; NORMAN, 2009). 
 
1.3.1 Metabolismo da vitamina D 
 

A Vitamina D pode ser obtida a partir da dieta ou através de 
síntese endógena, desencadeada pela exposição à luz solar. A maior 
fonte de vitamina D em humanos e na maioria dos vertebrados é a 
exposição aos raios UVB solares, o que os torna dependentes da luz 
solar para a síntese dos níveis requeridos de Vitamina D no organismo 
(HOLICK; CHEN, 2008). 

A síntese endógena da vitamina D inicia com a exposição da 
pele aos raios UVB, o que induz a conversão fotolítica do 7-
dehidrocolesterol a pré-vitamina D3, seguida pela isomerização térmica 
à vitamina D3.  A vitamina D3 é então transportada para o fígado pela 
proteína sérica ligadora de vitamina D (DBP), onde é hidroxilada 
enzimaticamente a 25-hidroxivitamina D3 pela enzima 25-hidroxilase. A 
25-hidroxivitamina D3 é a principal forma circulante da vitamina D no 
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sangue, sendo alvo da enzima 1α-hidroxilase para a formação da 1α,25-
diidroxivitamina D3, forma ativa da vitamina D3 (figura 6) (NORMAN, 
2008; MIZWICKI; NORMAN, 2009). A 1α-hidroxilase é encontrada 
principalmente nos rins, porém já foi relatada em diversos outros tecidos 
e células como: osso, placenta, próstata, testículos, queratinócitos, 
macrófagos, linfócitos T, células dendríticas e várias células cancerosas 
(p.e. do pulmão, próstata e pele) (ZEHNDER et al., 2001; DUSSO; 
BROWN; SLATOPOLSKY, 2005; BLOMBERG JENSEN et al., 2010). 
 
 
Figura 6 – Metabolismo da vitamina D. 
     

  
 
A vitamina D3 pode ser obtida a partir da dieta, ou então através da síntese 
endógena, onde os raios UV-B solares em contato com a pele catalizam a 
conversão do 7-dehidroxolesterol a vitamina D3. A vitamina D3, por sua vez, é 
transportada pela circulação através da proteína ligadora de vitamina D (DBP) 
até o fígado, onde sofre a ação da enzima 25-hidroxilase formando a 25-
hidroxivitamina D3, que é a forma da vitamina D presente em maiores 
concentrações no sangue. A 25-hidroxivitamina D3, ao chegar nos rins, sofre a 
ação da enzima 1α-hidroxilase, formando a 1α,25-diidroxivitamina D3, a forma 
ativa da vitamina D, que irá exercer suas ações biológicas em diversos tecidos.  
Fonte: Adaptado de Deeb, Trump e Johnson, 2007. 
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1.3.2 Mecanismo de ação da 1,25-D3 
 

A 1,25-D3 é um hormônio seco esteróide e possui uma estrutura 
conformacional dinâmica e flexível, permitindo que as respostas 
fisiológicas geradas nos tecidos alvos sejam resultantes tanto da ativação 
de mecanismos de ação genômicos quanto não-genômicos. A 1,25-D3 
pode mudar sua conformação da forma cis para a forma trans (figura 7), 
sendo a forma cis mais relacionada a eventos de membrana e a forma 
trans associada a efeitos nucleares (NORMAN; MIZWICKI; 
NORMAN, 2004; NORMAN, 2006).  

 
 

Figura 7 – Mudanças conformacionais na estrutura da 1,25-D3. 

 
 
A 1,25-D3 tem a capacidade de alterar a sua estrutura conformacional entre as 
formas 6-s-cis e 6-s-trans, sendo que a forma cis está mais relacionada com 
efeitos rápidos de membrana, enquanto que a forma trans está mais associada a 
eventos genômicos.  
Fonte: Adaptado de Norman et al., 2001a. 

 
 
A maior parte dos efeitos biológicos conhecidos da 1,25-D3 são 

mediados pelo receptor de vitamina D3 nuclear (VDRn), o qual na 
presença do hormônio sofre mudanças conformacionais que resultam na 
heterodimerização com o receptor retinóide (RXR), interagindo com o 
DNA de forma a modular a expressão gênica. Estas ações podem 
perdurar por horas ou dias e são conhecidas como respostas genômicas 
(BOUILLON; OKAMURA; NORMAN, 1995). Por outro lado, a 1,25-

Fig. 1.

148 A.W. Norman et al. / Steroids 66 (2001) 147–158

Conformação*
6,s,trans*

Conformação*
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D3 também pode exercer funções através de um receptor alternativo de 
membrana (VDRmem), o que resulta na ativação de segundos 
mensageiros citosólicos, proteínas cinases e fosfatases assim como a 
abertura de canais iônicos. Estes efeitos geralmente ocorrem em 
segundos ou minutos e são reconhecidos como respostas não-genômicas, 
não sendo dependentes de transcrição gênica (DE BOLAND; NEMERE, 
1992; NORMAN et al., 2002a). Dentre estes efeitos mediados pelo 
VDRmem estão a ativação de proteína cinase C (PKC), fosfolipase C 
(PLC), abertura de canais de Ca2+ ou Cl-, ativação da adenilato ciclase, 
aumento da concentração de Ca2+ intracelular e a ativação das vias Raf e 
MAPK (MIZWICKI; NORMAN, 2009; ZANATTA et al., 2011a). 

A primeira demonstração que a 1,25-D3 induz respostas não-
genômicas surgiu da descoberta da transcaltaquia, que é o estímulo 
rápido de absorção de Ca2+ intestinal, envolvendo a abertura de canais 
de Ca2+ (DE BOLAND; NORMAN, 1990). Inicialmente foi sugerido 
que as respostas não-genômicas eram mediadas através da interação da 
1,25-D3 com um novo receptor proteico localizado na membrana externa 
da célula, uma vez que uma proteína/receptor no qual a 1,25-D3 se liga 
com alta afinidade foi descrito no caveolae na membrana plasmática de 
duodeno de pintos (NORMAN et al., 2002b). Posteriormente foi 
demonstrado que este receptor membranar é provavelmente o VDRn 
associado ao caveolae na membrana plasmática (NORMAN; 
ISHIZUKA; OKAMURA, 2001b; HUHTAKANGAS et al., 2004). 
Caveolae são invaginações esféricas ou em forma de balão (flask-
shaped) da membrana plasmática ricas em esfingolipídeos e colesterol 
que são encontradas em regiões específicas da membrana plasmática 
(STAN, 2002). Utilizando camundongos knockout para VDR 
(VDRKO), pesquisadores relataram que a modulação rápida de 
respostas de canais iônicos pela 1,25-D3 em osteoblastos necessita da 
presença do receptor VDR nuclear e do receptor localizado no caveolae 
(ZANELLO; NORMAN, 2004). 

Uma ampla variedade de respostas rápidas estimuladas pela 
1,25-D3 foram relatadas em diversos sistemas, incluindo: a estimulação 
de transporte de Ca2+ em intestinos de pintos (transcaltaquia) 
(NEMERE; YOSHIMOTO; NORMAN, 1984), abertura de canais de 
Ca2+ dependentes de voltagem (VDCC) (YUKIHIRO; POSNER; 
GUGGINO, 1994) e canais de cloreto (ZANELLO; NORMAN, 1996) 
em células de osteosarcoma de ratos; mudanças rápidas nas 
concentrações intracelulares de Ca2+ em linhagem de células beta 
pancreáticas (SERGEEV; RHOTEN, 1995); mudanças rápidas na 
fluidez da membrana e atividade da PKC em condrócitos (BOYAN et 
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al., 1994); ativação da MAPK em células leucêmicas NB4 promielóticas 
(SONG et al., 1998) e mais recentemente foi demonstrada a estimulação 
do acúmulo de aminoácidos em testículos de ratos e exocitose em 
células de Sertoli (MENEGAZ et al., 2009; MENEGAZ et al., 2010), 
além da estimulação do influxo de cálcio e atividade da GGT em 
testículos (ZANATTA et al., 2011b). 
 
1.3.3 1,25-D3 e o sistema reprodutor 
 

Existem diversas evidências na literatura que sugerem que a 
1,25-D3 é crítica para a manutenção da reprodução, porém o papel deste 
hormônio e do VDR no sistema reprodutor masculino ainda não é 
completamente entendido. Já foi relatado em ratos machos deficientes 
em vitamina D uma redução da fertilidade (KWIECINSKI; PETRIE; DE 
LUCA, 1989), e em camundongos deficientes em vitamina D e do 
receptor VDR (VDRKO) foram observadas insuficiências gonadais com 
contagem de espermatozóides diminuída e anormalidades histológicas 
no testículo (KINUTA et al., 2000). O receptor VDR já foi identificado 
em homogenatos e preparados de matriz nuclear de testículos, 
espermatozóides e próstata de humanos (HABIB; MADDY; GELLY, 
1990; JOHNSON et al., 1996; NANGIA et al., 1998; AQUILA et al., 
2008) e no músculo liso do epidídimo, espermatogônias e células de 
Sertoli de roedores (MERKE; HUGEL; RITZ, 1985; OSMUNDSEN et 
al., 1989). Anderson et al. (2008) demonstraram a presença da enzima 
1α-hidroxilase nas células de Sertoli e células de Leydig, indicando uma 
produção local do hormônio e reforçando a necessidade da 1,25-D3 para 
a integridade da função testicular. 

  Osmundsen et al. (1989) sugeriram que as células de Sertoli 
são o sítio de ação principal da Vitamina D. Além disso, respostas 
rápidas da 1,25-D3 foram demonstradas em células reprodutivas como 
TM4 (linhagem de células de Sertoli provenientes de camundongos), nas 
quais o hormônio estimulou a captação de cálcio (AKERSTROM; 
WALTERS, 1992) e secreção celular via ativação de canais de cloreto 
(MENEGAZ et al., 2010). Também já foi demonstrado que em culturas 
primárias de células de Sertoli de ratos, a 1,25-D3 regula a expressão da 
enzima aromatase e estimula o influxo de cálcio (ZANATTA et al., 
2011c; ZANATTA et al., 2011d; ROSSO et al., 2012). 
 Como descrito anteriormente, a vitamina D3 possui um papel 
importante na função reprodutiva, porém o efeito do hormônio 1,25-D3 
no testículo ainda não é completamente entendido. Embora esteja claro 
que as respostas genômicas para os hormônios esteróides sejam 
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conduzidas através da formação de um complexo com o receptor nuclear 
cognato, novas evidências indicam que as respostas rápidas são 
mediadas por uma variedade de tipos de receptores associados à 
membrana plasmática. Dessa forma, um dos alvos de interesse deste 
trabalho foi estudar os efeitos rápido e genômico da 1,25-D3 e a inter-
relação destes eventos em células testiculares (Sertoli e germinativas), 
no intuito de esclarecer os mecanismos envolvidos em processos 
celulares e moleculares de elevada importância fisiológica 
(espermatogênese completa e ativa). Sendo assim, o foco deste trabalho 
foi detectar o papel da 1,25-D3 em eventos de membrana plasmática 
(atividade da GGT, captação de glicose e secreção de lactato) em células 
de Sertoli e germinativas de ratos de 30 dias de idade. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 
 

Estudar o efeito e o mecanismo de ação da 1,25-D3 na atividade da 
enzima GGT e no metabolismo energético através da secreção de lactato 
e captação de glicose em células testiculares: Sertoli e germinativas.  

2.2 Objetivos específicos 
 

1. Investigar o efeito e o mecanismo de ação da 1,25-D3 na 
atividade da enzima GGT em células de Sertoli e germinativas; 

2. Investigar o efeito da 1,25-D3 na secreção de lactato e na 
atividade da enzima LDH em células de Sertoli; 

3. Investigar o efeito da 1,25-D3 na captação de glicose em células 
de Sertoli e germinativas; 

4. Investigar o efeito da 1,25-D3 na cadeia respiratória em células 
de Sertoli. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 Animais 
 

Ratos Wistar machos de 30 dias de idade foram obtidos do 
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais 
foram mantidos em gaiolas plásticas sob um ciclo claro/escuro (luzes 
acesas das 6 às 18 horas), em sala climatizada com temperatura 
controlada, ração padronizada e água à vontade. Todos os animais foram 
monitorados e mantidos em concordância com as recomendações do 
Comitê de Ética do uso de Animais, protocolo 398; 479/CEUA/UFSC. 

3.2 Isolamento de células de Sertoli e obtenção de células 
germinativas 

 
 As células de Sertoli foram isoladas de testículos de ratos de 30 
dias de idade através de uma digestão enzimática sequencial de acordo 
com o método de Dorrington, Roller e Fritz (1975). Uma fração rica em 
células germinativas foi obtida a partir do sobrenadante da digestão 
enzimática e utilizadas em seguida. As células de Sertoli obtidas no final 
do processo foram semeadas na densidade de 650.000 células/cm2 e 
cultivadas em meio Ham’s F12/DMEM (1:1) suplementado com 2% de 
soro sintético (Serum Replacement 3, da Sigma-Aldrich), bicarbonato de 
sódio 2,2 g/L e antibióticos (penicilina 50.000 UI/L, estreptomicina 50 
mg/L, kanamicina 50 mg/L) e fungicida (anfotericina B 0,25 mg/L) em 
atmosfera úmida, contendo 5% de CO2 e 95% de O2, a 34 oC. No 
terceiro dia, as células germinativas remanescentes foram removidas do 
meio de cultura através de um breve tratamento hipotônico com uma 
solução de 20 mM de Tris-HCl (pH 7,3) (GALDIERI et al., 1981). 24 h 
após o choque hipotônico, foi realizada a troca do meio de cultura para 
meio sem soro e no dia seguinte as células de Sertoli foram submetidas a 
diferentes tratamentos em um novo meio de cultura desprovido de soro 
(ZANATTA et al., 2011c). 

3.3 Atividade da enzima gama-glutamil transpeptidase 
 
 As células foram incubadas em meio sem soro na presença ou 
ausência de 1,25-D3 1 nM por 1, 3, 6, 24, 48 e 72 h. Nos experimentos 
onde foram utilizados inibidores, as células foram pré-incubadas na 
presença ou ausência de H-89, estearoilcarnitina (ST), PMA, 
cicloheximida (CH) e CM por 30 min, seguido de uma incubação de 6 
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ou 72 h com ou sem 1,25-D3, e os inibidores foram mantidos durante o 
período de incubação. Após a incubação, as células foram lavadas com 
tampão PBS e homogeneizadas em tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,5 e a 
concentração de proteínas foi determinada pelo método de Lowry et al. 
(1951). A atividade da GGT foi determinada usando-se a técnica 
modificada descrita por Orlowski e Meister (1963), utilizando L-γ-
glutamil-p-nitroanilina como substrato e glicilglicina como molécula 
aceptora. Alíquotas das amostras foram incubadas com o substrato 
enzimático por 60 min a 34 ºC, e a reação enzimática foi interrompida 
pela adição de ácido acético 1 M. As absorbâncias foram determinadas 
em leitor de placas (Tecan Infinite® 200 PRO) a 530 nm. Os resultados 
foram expressos como % do controle (ZANATTA et al., 2011b). 

3.4 Captação de glicose 
 
 Para o ensaio de captação de glicose, o meio de cultura das 
células foi retirado e as células foram pré-incubadas com tampão Krebs 
Ringer-bicarbonato (KRb) (NaCl 122 mM, KCl 3 mM, MgSO4 1,2 mM, 
CaCl2 1,3 mM, KH2PO4 0,4 mM, NaHCO3 25 mM) por 30 min em 
atmosfera carbogênica (O2:CO2, 95:5 v/v), pH 7,4; a 34 ºC. Após, as 
células foram incubadas com tampão KRb contendo 0,1 uCi/mL de [14-
C]-2-Deoxi-d-glicose (14C-DG) por 15, 30 e 60 min. 1,25-D3 1 nM foi 
adicionada ao meio de pré-incubação (30 min) e ao meio de incubação 
(15, 30 e 60 min). Posteriormente as células foram lavadas com tampão 
KRb e homogeneizadas em solução de NaOH 0,5 M. Alíquotas de 100 
µL das amostras foram colocadas em líquido de cintilação para a 
determinação da radioatividade, que foi realizada em espectrômetro de 
cintilação líquida (Modelo LS 6500, Multi-Porposse Scintillation 
Counter – Beckman Coulter, Boston, USA) e uma alíquota de 50 µL foi 
utilizada para a dosagem de proteínas pelo método de Lowry et al. 1951. 
Os resultados foram expressos em % do controle (KAPPEL et al., 2013). 

3.5 Determinação dos níveis de lactato 
 
 As células de Sertoli foram incubadas em meio sem soro na 
presença ou ausência da 1,25-D3 1 nM por 1, 3, 6, 24, 48 e 72 h. Após, o 
meio de incubação foi retirado e os níveis de lactato foram determinados 
através do método da lactato oxidase (HUTCHESSON et al., 1997) e os 
resultados foram expressos como % do controle (ZANATTA et al., 
2011b). 
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3.6 Atividade da enzima lactato desidrogenase (morte celular e 
atividade intracelular) 

 
 Para os ensaios de atividade enzimática intracelular, as células 
foram incubadas em meio sem soro na presença ou ausência da 1,25-D3 
1 nM por 6 h. Após a incubação, as células foram lavadas com tampão 
PBS e homogeneizadas em tampão Tris-HCl 0,1 M pH 7,3 e a 
concentração de proteínas foi determinada pelo método de Lowry et al. 
(1951). Para os ensaios de morte celular, as células foram incubadas em 
meio sem soro na presença ou ausência da 1,25-D3 1 nM por 1, 3, 6, 24, 
48 e 72 h. Após, o meio de incubação das células foi retirado para 
determinar a atividade da enzima liberada no meio extracelular. A 
atividade da enzima foi determinada pela mensuração da oxidação do 
NADH através de um método colorimétrico (NEHAR et al., 1997). Os 
resultados foram expressos como % do controle (ZANATTA et al., 
2011b). 

3.7 Consumo de oxigênio mitocondrial 
 

Para a determinação do consumo de oxigênio mitocondrial, as 
células de Sertoli foram incubadas em meio sem soro na presença ou 
ausência da 1,25-D3 1 nM por 1 h. Após a incubação, as células foram 
lavadas com tampão PBS e tripsinizadas com solução Tripsina/EDTA 
(0,05%/0,53 mM). Após, as células foram ressuspendidas em meio sem 
soro e a respiração foi medida a 34 ºC por respirometria de alta 
resolução utilizando Oxígrafo Oroboros. O ensaio foi realizado com 
concentração celular de 350.000 células/mL em câmaras com volume de 
2 mL. Para a aquisição e análise dos dados foi utilizado o software 
DatLab (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) com intervalos de 1 
ou 2 s. Utilizando esta técnica, é possível verificar o fluxo de elétrons e 
o consumo de oxigênio de tecidos, células e mitocôndrias isoladas. 
Nesta técnica, a respiração mitocondrial é dividida em 4 estágios 
(HUTTER et al., 2004; REMOR et al., 2011): 

(1) Respiração basal: observação do consumo de oxigênio em 
condições basais sem acréscimo de inibidores, substratos 
ou desacopladores; 

(2) Estado IV de respiração mitocondrial: representado pelo 
consumo de oxigênio ocasionado pela transferência de 
elétrons através da cadeia respiratória. Após observado o 
fluxo respiratório em estado constante no intervalo de 15 a 
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30 min, a atividade da ATP sintetase foi inibida com 
oligomicina (1µg/mL). 

(3) Respiração máxima: representa o consumo de oxigênio 
observado após titular o sistema experimental com o 
desacoplador mitocondrial FCCP (carbonil cianida 4-
(trifluorometoxi) fenilhidrazone) até a concentração de 5,6 
µM (80% da atividade máxima de transferência de elétrons 
mitocondrial). O desacoplamento da fosforilação oxidativa 
pelo FCCP permite que íons orgânicos passem facilmente 
através das membranas. Assim, a transferência de elétrons 
da fosforilação oxidativa é desacoplada pela dissipação dos 
prótons que formam o gradiente eletroquímico através da 
membrana mitocondrial. Este parâmetro indica a 
capacidade máxima mitocondrial em transferir elétrons; 

(4) Consumo de oxigênio residual: indica o consumo de 
oxigênio não proveniente da respiração mitocondrial, 
representado pela redução incompleta do oxigênio em 
espécies reativas. A cadeia transportadora de elétrons é 
inibida pela adição de rotenona 0,5 µM (inibe o complexo 
I) e antimicina A 2,5 µM (inibe o complexo III). Assim, 
com a cadeia inibida, o oxigênio consumido não é devido a 
passagem de elétrons pela cadeia respiratória.  

3.8 Conteúdo de glutationa reduzida 
 
 Para a determinação do conteúdo de GSH, as células de Sertoli 
foram incubadas em meio sem soro por 6 h na presença ou ausência da 
1,25-D3 1 nM. Após, as células foram lavadas com tampão PBS e 
homogeneizadas em solução de ácido tricloroacético 12% (TCA 12%). 
Os níveis de GSH foram determinados segundo o método descrito por 
Beutler, Duron e Kelly (1963), que é baseado na reação da GSH com 
DTNB (5,5’-Dithiobis(ácido 2-nitrobenzóico) formando um ânion 
conjugado, TNB (ácido tionitrobenzóico) de cor amarelada, que é 
mensurável em 412 nm. Os resultados foram expressos como % do 
controle (DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013). 

3.9 Análise estatística 
 

Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da 
média (E.P.M.) por µg de proteína ou em % do controle de 
determinações realizadas em 3 a 4 experimentos independentes. As 
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comparações estatísticas foram realizadas através do teste t de Student 
ou ANOVA de uma via seguida do pós-teste de Bonferroni, quando 
necessário. Foi utilizado o programa INSTAT versão 2.02. As 
diferenças encontradas foram consideradas estatisticamente 
significativas para um p igual ou menor que 0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 42 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 43 

4 RESULTADOS 

4.1 1,25-D3 estimula a atividade da GGT em células de Sertoli 
 

Para estudar o efeito da 1,25-D3 na atividade da GGT em 
células de Sertoli, inicialmente foi realizada uma curva de tempo com o 
hormônio (figura 8A). Um efeito estimulatório significativo foi 
observado após 6 e 72 h de tratamento. Este aumento foi de 33% e 21%, 
respectivamente, comparado com o grupo controle. A atividade da GGT 
também foi medida em fração rica em células germinativas isoladas de 
testículos de ratos de 30 dias de idade. A figura 8B demonstra que nesta 
idade a atividade da GGT nas células germinativas não é alterada por 
1,25-D3 depois de uma hora de incubação. 

 
 
Figura 8 – (A) Efeito da 1,25-D3 na curva de tempo da atividade da GGT em 
células de Sertoli e (B) em fração rica em células germinativas. 
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As células de Sertoli e células germinativas foram incubadas com 1,25-D3 1 nM 
em diversos tempos para verificar o efeito do hormônio na atividade da enzima 
GGT. Tempo de incubação: 1 h (B). Os valores representam a média ± E.P.M. 
expressos como % do controle. *P < 0,05 e **p < 0,01 comparado com o grupo 
controle. (Figura A – controle 6 h = 0,116 ± 0,01 UI/µg proteína/min; 72 h = 
0,144 ± 0,016 UI/µg proteína/min. Figura B – controle = 0,047 ± 0,005 UI/µg 
proteína/min) 
 

4.2 Efeito da CM e CH na ação estimulatória da 1,25-D3 na 
atividade da GGT em células de Sertoli 

 
 A figura 9A mostra o potencial de um agonista natural do 
VDR, a CM, em estimular a atividade da GGT em células de Sertoli em 
6 h comparado com a 1,25-D3. Como é demonstrado, a CM na dose 1 
nM aumentou a atividade da GGT na mesma intensidade da 1,25-D3. 
Além disso, quando ambos foram utilizados na incubação não houve 
alteração no efeito estimulatório do hormônio na atividade da GGT. As 
figuras 9B e 9C mostram o efeito de um inibidor da síntese proteica 
(CH) na atividade da GGT estimulada por 1,25-D3 após 6 e 72 h, 
respectivamente. A CH, em uma dose que reduz a síntese proteica 
testicular em 96% (0,35 mM) (MENEGAZ et al., 2006) não alterou a 
atividade da GGT basal ou a atividade estimulada por 1,25-D3 em 6 h. 
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Entretanto, depois de 72 h, a atividade basal e a atividade estimulada por 
1,25-D3 foi bloqueada significativamente, sugerindo que a atividade 
estimulatória do hormônio na atividade da enzima em 72 h seja 
dependente da síntese proteica ativa nas células de Sertoli. 
 
 
Figura 9 – (A) Influência do ligante natural do VDR CM e (B, C) da síntese 
proteica na atividade da GGT em células de Sertoli. 
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As células de Sertoli foram incubadas com a 1,25-D3 1 nM na presença e/ou 
ausência do ligante natural do VDR curcumina (CM) 1 nM e do inibidor da 
síntese proteica cicloheximida (CH) 0,35 mM. Os inibidores foram adicionadas 
30 min antes do hormônio. Tempo de incubação: 6 h (A e B) e 72 h (C). Os 
valores representam a média ± E.P.M. expressos como % do controle. *P < 0,05 
comparado com o grupo controle. #P < 0,05 e ##p < 0,01 comparado com o 
grupo 1,25-D3 (Figura A – controle = 0,658 ± 0,119 UI/µg proteína/min. Figura 
B – controle = 0,658 ± 0,129 UI/µg proteína/min. Figura C – controle = 1,150 ± 
0,279 UI/µg proteína/min). 
 

4.3 Envolvimento da PKA e PKC no efeito estimulatório da 1,25-
D3 na atividade da GGT em células de Sertoli 

 
 Foi demonstrado previamente que a 1,25-D3 aumenta a 
atividade da GGT em testículos de ratos de 30 dias de idade através da 
ativação da via da PKA (ZANATTA et al., 2011b). Para estudar a 
hipótese de que a GGT, uma enzima localizada na membrana plasmática 
seja um alvo da 1,25-D3 no testículo, foi verificada a atividade da 
enzima nas células de Sertoli. A figura 10A sugere o envolvimento da 
PKA no mecanismo de ação da 1,25-D3 na atividade da GGT em células 
de Sertoli, já que o inibidor da PKA, H-89, bloqueou o efeito 
estimulatório do hormônio na atividade da enzima. O pré-tratamento das 
células de Sertoli com um ativador da PKC, o PMA, promoveu um 
aumento significativo na atividade da GGT comparado com o grupo 
controle. Quando o PMA foi utilizado em conjunto com a 1,25-D3 foi 
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observado um efeito sinérgico. Por outro lado, na presença de ST, um 
inibidor da PKC, o efeito da 1,25-D3 não foi alterado (figura 10B). 
Também não foi observado um efeito per se da ST na atividade basal da 
GGT. 
 
 
Figura 10 – Envolvimento da via da (A) PKA e (B) PKC na atividade da GGT 
em células de Sertoli. 

                  
                    

 
As células de Sertoli foram incubadas com a 1,25-D3 1 nM na presença e/ou 
ausência de inibidores e ativador de proteínas cinases para determinar o 
mecanismo de ação do hormônio sobre a enzima GGT. H-89 1 µM (inibidor da 
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PKA), PMA 100 µM (ativador da PKC) e estearoilcarnitina (ST) 1 µM (inibidor 
da PKC) foram adicionados 30 min antes do hormônio. Tempo de incubação: 6 
h. Os valores representam a média ± E.P.M. expressos como % do controle. *P 
< 0,05; **p < 0,01 comparado com o grupo controle. ##P < 0,01 e ###p < 0,001 
comparado com o grupo 1,25-D3 (Figura A – controle = 1,94 ± 0,274 UI/µg 
proteína/min. Figura B – controle = 0,139 ± 0,014 UI/µg proteína/min) 
. 

4.4 Efeito da 1,25-D3 no conteúdo de GSH em células de Sertoli 
 
 Devido a diversos trabalhos demonstrarem o papel da GGT no 
metabolismo da GSH e na remoção de substâncias oxidadas, foi 
investigado o efeito da 1,25-D3 nos níveis de GSH nas células de Sertoli. 
A figura 11 mostra que após 6 h de incubação com o hormônio, não 
houve alteração significativa nos níveis de GSH, sugerindo que o 
aumento da atividade da GGT por 1,25-D3 pode não estar relacionado, a 
princípio, com a biossíntese de GSH nas células de Sertoli. 
 
 
Figura 11 – Efeito da 1,25-D3 nos níveis de GSH em células de Sertoli. 

                        

 
As células de Sertoli foram incubadas com a 1,25-D3 1 nM para verificar o 
efeito do hormônio nos níveis de glutationa (GSH) das células. Tempo de 
incubação: 6 h. Os valores representam a média ± E.P.M. expressos como % do 
controle (Controle = 0,228 ± 0,015 mmol/µg proteína). 
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4.5 A 1,25-D3 estimula a produção de lactato e atividade da LDH 
intracelular em células de Sertoli 

  
 A figura 12A mostra a curva de tempo na liberação de lactato 
no meio de cultura pelas células de Sertoli estimuladas por 1,25-D3 por 
1, 3, 6, 24, 48 e 72 h. Os resultados demonstram um aumento 
significativo na produção de lactato após 3, 6 e 72 h de incubação na 
presença do hormônio. A figura 12B mostra os resultados obtidos para a 
determinação da atividade da LDH intracelular em células de Sertoli 
estimuladas por 6 h com 1,25-D3. Um aumento significativo na 
atividade da enzima em culturas tratadas com 1,25-D3 foi observado, em 
acordo com o aumento da produção de lactato. 
 
Figura 12 – Efeito da 1,25D3 na curva de tempo na liberação de lactato (A) e 
atividade da LDH intracelular (B) em células de Sertoli. 
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As células de Sertoli foram incubadas com 1,25-D3 1 nM por diferentes tempos 
para verificar o efeito do hormônio na liberação de lactato no meio extracelular 
e a atividade da LDH intracelular nestas células. Os valores representam a 
média ± E.P.M. expressos como % do controle. *P < 0,05; **p < 0,01 
comparado com o grupo controle (Figura A – controle 3 h = 8,260 ± 0,191 
mg/dL/ ug proteína; 6 h = 166,745 ± 3,845 mg/dL/ug proteína; 72 h = 666,067 ± 
12,168 mg/dL/ ug proteína. Figura B – controle = 10,543 ± 0,981 UI/ug 
proteína). 
 

4.6 Efeito da 1,25D3 na captação de glicose em células de Sertoli 
 
 Como foi observado que a 1,25-D3 estimula a secreção de 
lactato e aumenta a atividade da enzima LDH intracelular, foi verificado 
se a 1,25-D3 possui ação na captação de glicose nas células estudadas. A 
figura 13 mostra a captação de 14C-DG em células de Sertoli (A) e em 
fração rica em células germinativas (B) com diferentes tempos de 
incubação (15, 30 e 60 min) com a 1,25-D3. Os resultados mostram que 
o hormônio aumentou significativamente a captação de 14C-DG em 
células de Sertoli (60 min), porém não houve efeito estimulatório nas 
células germinativas. 
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Figura 13 – Efeito da 1,25-D3 na curva de tempo na captação de glicose em (A) 
células de Sertoli e (B) em fração rica em células germinativas. 
 

                      
 

                      

 
 
As células de Sertoli e germinativas foram incubadas com a 1,25-D3 1 nM por 
diferentes tempos para verificar o efeito do hormônio na captação de glicose 
nestas células. Tempo de incubação: 1 h (B). Os valores representam a média ± 
E.P.M. expressos como % do controle. *P < 0,05 comparado com o grupo 
controle. (Figura A – controle 1 h = 0,926 ± 0,054 mg glicose/mL/ug proteína. 
Figura B – controle = 0,00025 ± 1,425x10-5 mg glicose/mL/ug proteína). 
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4.7 Efeito da 1,25-D3 na respiração mitocondrial e na morte 
celular em células de Sertoli 

 
Como o consumo de oxigênio pode estar relacionado com a 

atividade metabólica, aumento da atividade oxidativa e morte celular, foi 
investigado se há uma relação entre o aumento da captação de glicose e 
produção de lactato estimulada pela 1,25-D3 e o consumo de oxigênio 
pelas células de Sertoli tratadas com 1,25-D3 durante 1 h. 

Como pode ser observado na figura 14A, não houve alteração 
na respiração basal (sem a adição de substratos ou efetores) das células. 
Além disso, o tratamento com inibidores (oligomicina, FCCP e rotenona 
mais antimicina A) não alterou o consumo de oxigênio nas células de 
Sertoli tratadas com 1,25-D3 em comparação com os respectivos grupos 
controles, porém foi observado a diminuição do consumo de oxigênio 
residual. A figura 14B mostra os níveis de liberação de LDH no meio 
de incubação depois de 1, 3, 6, 24, 48 e 72 h de tratamento com o 
hormônio. De acordo com os resultados obtidos, não houve alterações 
após o tratamento com 1,25-D3 em diferentes tempos, indicando que os 
efeitos do hormônio não estão associados com morte celular. 

 
 
Figura 14 – Efeito da 1,25-D3 no consumo de oxigênio (A) e liberação de LDH 
no meio extracelular (B) em células de Sertoli. 
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As células de Sertoli foram incubadas com a 1,25-D3 1 nM por diferentes 
tempos para verificar o efeito do hormônio no consumo de oxigênio e na morte 
celular destas células. Tempo de incubação: 1 h (A) e 1, 3, 6, 24, 48, 72 h (B). O 
consumo de oxigênio através da respiração basal, estado IV de respiração 
mitocondrial (oligomicina), respiração máxima (FCCP) e consumo de oxigênio 
residual (rotenona e antimicina A) foi realizado como indicado em Materiais e 
Métodos. Os valores representam a média ± E.P.M. expressos como % do 
controle. *P < 0,05; **p < 0,01 comparado com o grupo controle. 
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5 DISCUSSÃO 
 

Os efeitos biológicos da vitamina D foram estudados em 
inúmeros tecidos ao longo dos anos. A 1,25-D3, um metabólito ativo da 
vitamina D, interage com o receptor VDR para exercer as ações em 
tecidos-alvo. A necessidade deste hormônio para a absorção e 
manutenção dos níveis de cálcio e fosfato a partir da dieta já está bem 
descrita, porém a observação da presença do receptor VDR em tecidos 
que não participam na homeostase iônica mineral levou à descoberta de 
novas funções para este hormônio. O receptor VDR é um membro da 
superfamília de receptores nucleares para hormônios esteróides, 
envolvido na regulação da expressão gênica (DUSSO; BROWN; 
SLATOPOLSKY, 2005; BLOMBERG JENSEN, 2012). Porém a 
observação de efeitos rápidos envolvendo o transporte de cálcio através 
da membrana intestinal levantou a hipótese da existência de um receptor 
VDR associado à membrana plasmática das células. A partir disso, 
diversos efeitos rápidos ou não-genômicos já foram descritos, como 
abertura de canais VDCC e canais de cloreto, assim como a ativação de 
proteínas cinases (ZANATTA et al., 2011a). 

A 1,25-D3 possui um papel importante na manutenção da 
reprodução masculina. Estudos anteriores demonstraram que há uma 
redução da fertilidade em ratos deficientes de vitamina D, porém sua 
função no sistema reprodutor masculino ainda não está completamente 
entendida (KWIECINSKI; PETRIE; DE LUCA, 1989; KINUTA et al., 
2000). Neste trabalho, foram avaliados os efeitos da 1,25-D3 em alvos 
na membrana plasmática e funções metabólicas de células de Sertoli de 
ratos de 30 dias de idade. As células de Sertoli possuem um papel 
fundamental na espermatogênese. Uma célula de Sertoli é capaz de 
manter várias células germinativas em diferentes estágios de 
desenvolvimento, fornecendo a elas substratos energéticos e fatores de 
crescimento necessários para o desenvolvimento normal e completo da 
onda espermatogênica. Devido a este papel de  suporte, o número de 
células de Sertoli na vida adulta determina o tamanho testicular e a 
produção de esperma (PETERSEN; SÖDER, 2006). 

Neste estudo, foi demonstrado que a 1,25-D3 estimula a 
atividade da enzima GGT, uma enzima de membrana associada às 
células de Sertoli no sistema reprodutor masculino (LU; 
STEINBERGER, 1977). Já foi demonstrado que a atividade da GGT é 
importante para o desenvolvimento sexual normal (HARDING et al., 
1997; KUMAR et al., 2000) e estudos previamente publicados pelo 
nosso grupo também demonstraram que a 1,25-D3 estimula a ação da 
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GGT em testículos de ratos (ZANATTA et al., 2011b). A ação 
estimulatória da 1,25-D3 sobre a GGT também já foi demonstrada em 
astrócitos (GARCION et al., 1999). 

Para investigar a origem do efeito estimulatório da 1,25-D3 na 
atividade da GGT nas células de Sertoli, foram utilizados um ligante 
natural do receptor VDR, a CM, e um inibidor da síntese proteica, a CH. 
A CM é um polifenol isolado do rizoma da planta tumérica (Curcuma 
longa) efeitos conhecidos antioxidante, antiangiogênico, anticancerígeno 
e para o tratamento de feridas, dentre outros (TIYABOONCHAI; 
TUNGPRADIT; PLIANBANGCHANG, 2007; PÉREZ-LARA; 
CORBALÁN-GARCÍA; GÓMEZ-FERNÁNDEZ, 2011). Já foi 
demonstrado que a CM e a BDC servem como ligantes naturais para o 
receptor de vitamina D (JURUTKA et al., 2007; MASOUMI et al., 
2009; BARTIK et al., 2010), e foi demonstrado por Menegaz et al. 
(2011) que a CM se liga no receptor alternativo de membrana VDR em 
baixas concentrações (0,1 e 1 µM) em células de Sertoli TM4, sugerindo 
que estes compostos se ligam no VDRmem e desencadeiam ações como 
abertura de canais de cloreto, com mecanismo de ação semelhante a 
1,25-D3. Devido a sua estrutura fixa e estes efeitos não-genômicos 
conhecidos na membrana plasmática, a CM se torna um composto 
interessante para os estudos de efeitos rápidos na membrana plasmática 
juntamente com a 1,25-D3. No presente estudo, quando as células de 
Sertoli foram incubadas com a 1,25-D3 juntamente com a CM, houve 
um aumento da atividade da GGT semelhante ao estímulo de ambos os 
compostos isolados. Isto sugere que o efeito da 1,25-D3 e da CM na 
atividade da GGT nas células de Sertoli tenha origem pelo menos em 
parte no mesmo receptor, o VDRmem. Quando foi utilizado o CH em 6 
h, não houve alteração significativa no efeito estimulatório do hormônio, 
reforçando a hipótese que a estimulação da atividade da GGT por 1,25-
D3 aconteça através do receptor membranar VDRmem. Porém, em 
incubações mais prolongadas, a inibição da síntese proteica diminuiu 
significativamente o efeito estimulatório da 1,25-D3, sugerindo que a 
regulação da atividade da GGT pelo hormônio possa ocorrer também 
através do controle da expressão da enzima. 

Considerando estes resultados, que indicam que o efeito da 
1,25-D3 na atividade da GGT iniciaria na membrana, foram utilizados 
inibidores específicos de proteínas cinases no intuito de esclarecer um 
pouco mais o mecanismo de ação deste hormônio. Alguns trabalhos já 
demonstraram o envolvimento das vias da PKA e PKC nas ações rápidas 
e genômicas da 1,25-D3 em diferentes células e tecidos (AVILA et al., 
2007; MENEGAZ et al., 2009; ZANATTA et al., 2011d). Os resultados 
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deste trabalho sugerem o efeito estimulatório da 1,25-D3 é dependente 
da atividade da PKA, mas independente da atividade da PKC. Estudos 
anteriores já demonstraram que a PKA está envolvida no efeito da 1,25-
D3 na atividade da GGT em testículos (ZANATTA et al., 2011b). 
Porém, como o inibidor também foi capaz de diminuir a atividade da 
enzima nas células estudadas, outras estratégias precisam ser utilizadas 
para confirmar o envolvimento da PKA neste mecanismo, como 
diferentes inibidores e ativadores desta enzima cinase. Neste estudo 
também foi utilizado o PMA, um ativador da PKC, o qual gerou um 
efeito estimulatório per se na atividade da GGT nas células de Sertoli. 
Quando as células foram pré-incubadas com PMA e incubadas com 
1,25-D3, podemos observar um efeito sinérgico dos compostos, 
sugerindo que a estimulação da atividade da GGT ocorra por vias 
diferentes. Meroni et al. (1997) demonstraram que a regulação da 
atividade da GGT por FSH em células de Sertoli ocorre por uma via 
dependente da PKC e de cálcio, sendo que a inibição da PKC aumentou 
a estimulação da atividade da GGT por FSH. Também já foi 
demonstrado que a inibição da PKC em ratos diabéticos aumentou a 
secreção da GSH biliar (LU et al., 1997). O PMA é um ativador da 
PKC, porém já foi demonstrado que o PMA altera a atividade da enzima 
NADPH oxidase, enzima que participa na regulação da expressão e 
atividade da GGT através do aumento da produção de espécies reativas 
de oxigênio (RAVURI; SCVINENG; PANKIV, 2011; PANDUR et al., 
2013). O aumento da atividade da GGT pelo PMA observado neste 
estudo pode estar relacionado com a ativação da NADPH oxidase, 
resultando no estímulo da expressão e atividade da GGT.  

A GGT é uma enzima relacionada com a regeneração da GSH, 
um antioxidante não enzimático presente nas células, capaz de se ligar a 
espécies reativas de oxigênio e moléculas oxidantes e facilitar a sua 
eliminação (ZHANG; FORMAN; CHOI, 2005). Para verificar se o 
estímulo da atividade da GGT por 1,25-D3 nas células de Sertoli está 
envolvido na recuperação da GSH, foram verificados os níveis de GSH 
nas células após o tratamento com a 1,25-D3. Conforme demonstrado 
nos resultados, os níveis de GSH nas células tratadas não sofreram 
alterações, sugerindo que a 1,25-D3 atue na atividade da GGT mas não 
altere, a princípio, a formação de GSH nestas células. 

As células germinativas em desenvolvimento possuem 
necessidades metabólicas específicas, utilizando preferencialmente 
lactato como substrato para a produção de ATP. É imprescindível que as 
células germinativas recebam níveis adequados de substratos 
energéticos, ou elas podem sofrer degeneração, levando a ativação de 
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vias apoptóticas (RATO et al., 2012a). Sendo assim, foram verificados 
os níveis de lactato produzidos pelas células de Sertoli e liberados no 
meio. Os resultados mostram que o tratamento com a 1,25-D3 aumentou 
os níveis de lactato liberados pelas células de Sertoli. Este aumento 
sugere que o hormônio possa estar envolvido na regulação do 
metabolismo das células de Sertoli, através de mecanismos que auxiliem 
a nutrição e desenvolvimento das células germinativas. A importância 
do lactato para o desenvolvimento normal da espermatogênese é 
ressaltado por estudos demonstrando que em adultos com criptorquidia 
há uma melhora na espermatogênese com a infusão intratesticular de 
lactato (COURTENS; PLÖEN, 1999), e em células germinativas o 
lactato possui um efeito antiapoptótico (ERKKILÄ et al., 2002). Já foi 
demonstrado também que diversos hormônios, como FSH, IGF-1 e 
insulina também estimulam o transporte de lactato para o meio 
extracelular. Assim, a produção de lactato pelas células de Sertoli se 
torna um ponto importante no controle metabólico da espermatogênese. 
(ALVES et al., 2012). 

Nas células de Sertoli, a maior parte da glicose captada pelas 
células é convertida em lactato para a nutrição das células germinativas 
(ROBINSON; FRITZ, 1981). A glicose é captada pelas células através 
dos GLUTs, sendo metabolizada a piruvato pela via glicolítica. 
Posteriormente, o piruvato é convertido a lactato com a 
oxidação/redução simultânea no NADH a NAD+, catalisada pela enzima 
LDH. O lactato é então excretado pelos MCTs através da membrana 
plasmática para a nutrição das células germinativas (MARTINS et al., 
2013). Como a 1,25-D3 aumentou a liberação de lactato pelas células de 
Sertoli, foi investigado o efeito do hormônio na captação de 14C-DG e na 
atividade da enzima LDH. Os resultados demonstram que a 1,25-D3 foi 
capaz de aumentar a captação de glicose e a atividade da LDH, 
corroborando com os resultados anteriores que demonstram o aumento 
da liberação de lactato pelas células de Sertoli tratadas com o hormônio. 
Isto sugere que a 1,25-D3 atue no metabolismo das células de Sertoli 
aumentando a captação de glicose nestas células, a fim de estimular a 
produção de lactato pela LDH para depois ser liberado no meio 
extracelular para a nutrição das células germinativas. 

O metabolismo energético nas células de mamíferos é composto 
por diversas etapas oxidativas, oriundas da degradação de substratos 
metabólicos, como carboidratos, lipídios e aminoácidos. Todas estas 
etapas convergem para a fosforilação oxidativa, que é o estágio final da 
respiração celular no qual a energia proveniente da oxidação é 
responsável pela síntese de ATP. A fosforilação oxidativa nos 
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eucariontes ocorre na mitocôndria, através do transporte de elétrons pela 
cadeia respiratória (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). Os 
resultados deste trabalho demonstram que não há alteração na respiração 
mitocondrial nas células tratadas com a 1,25-D3, o que demonstra que o 
aumento da captação de 14C-DG e produção de lactato estimulada pela 
1,25-D3 não altera a capacidade mitocondrial e a capacidade energética 
das células de Sertoli. Foi observado também uma diminuição 
significativa no consumo de oxigênio residual, sugerindo que o 
tratamento com a 1,25-D3 diminuiu a produção de espécies reativas de 
oxigênio nas células. Embora o tratamento com a 1,25-D3 não tenha 
alterado os níveis de GSH nas células de Sertoli, a diminuição de 
espécies reativas de oxigênio observada pode ser resultado da utilização 
da GSH intracelular, e assim o estímulo da 1,25-D3 na síntese da GSH 
não seria visível. Diversos estudos demonstram que a 1,25-D3 possui um 
efeito protetor contra o estresse oxidativo em células epiteliais 
(POLIDORO et al., 2013; UBERTI et al., 2013) e também em modelos 
de diabetes, com efeito protetor sistêmico (SALUM et al., 2013) atuando 
em diversos tecidos como fígado, rins (HAMDEN et al., 2009; 
GEORGE et al., 2012) e testículos de ratos diabéticos (HAMDEN et al., 
2008), dentre outros tecidos.  

Neste trabalho, também foi determinada a atividade da enzima 
LDH no meio de cultura das células de Sertoli incubadas com a 1,25-D3 
como parâmetro de morte celular. A LDH é uma enzima exclusivamente 
intracelular, e a sua presença no meio extracelular é um indicador de 
morte celular. Neste trabalho, foi demonstrado que a 1,25-D3 não alterou 
os níveis de LDH extracelulares nos tempos estudados, indicando que o 
hormônio não possui capacidade citotóxica nestas células. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 Dos resultados apresentados, podemos concluir que: 
 

- A 1,25-D3 estimula a atividade da GGT em células de Sertoli. 
Este efeito parece ser iniciado com a ligação do hormônio no 
receptor VDRmem presente na membrana, já que a co-
incubação com a CM não alterou o efeito estimulatório da 1,25-
D3; 

- O efeito estimulatório da 1,25-D3 na atividade da GGT em 
células de Sertoli envolve respostas rápidas e respostas 
genômicas, visto que a inibição da síntese proteica pela CH teve 
efeitos diferentes nos tempos estudados; 

- A ativação da GGT pela 1,25-D3 parece envolver a via da PKA, 
porém a via da PKC parece não estar envolvida neste 
mecanismo de ação; 

- A 1,25-D3 estimula a liberação de lactato pelas células de 
Sertoli, através do aumento da captação de 14C-DG e aumento 
da atividade da LDH nas células; 

- A 1,25-D3 não altera o metabolismo energético das células de 
Sertoli, e exibe um efeito protetor devido a diminuição da 
produção de espécies reativas de oxigênio. 
 
Através dos resultados apresentados, concluímos que a 1,25-D3 

afeta a atividade da GGT e secreção de lactato, parâmetros importantes 
da função das células de Sertoli. Estes efeitos são iniciados, pelo menos 
em parte, pela interação da 1,25-D3 com o receptor presente na 
membrana plasmática, o VDRmem. O hormônio exerce o efeito na GGT 
através da ativação de proteínas cinases e dependente da síntese de novo 
de proteínas, aumenta a captação de glicose, ativa a enzima LDH e a 
secreção de lactato. Sendo assim, estes resultados sugerem que a 1,25-
D3 representa um dos fatores parácrinos/autócrinos destinados a 
aumentar o fornecimento de energia e nutrientes e melhorar os 
mecanismos de defesa em células de Sertoli, para o desenvolvimento 
normal e completo da onda espermatogênica (figura 15).  
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Figura 15 – Hipótese do mecanismo de ação do hormônio 1,25-D3 na atividade 
da GGT e secreção de lactato em células de Sertoli. 
 

 
 
A interação da 1,25-D3 com o receptor VDRmem ativa PKA que estimula a 
ação da enzima GGT na membrana. A interação do hormônio com o receptor 
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nuclear regula a síntese proteica e a expressão de proteínas/enzimas, dentre elas 
a GGT. A interação da 1,25-D3 com o VDR também estimula a captação de 
glicose e liberação de lactato, através da estimulação da atividade da LDH, para 
a nutrição das células germinativas. 
Fonte: próprio autor. 
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