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RESUMO

Os hormoénios tireoideos classicamente atuam através da ligacdo com
receptores nucleares. No entanto, estas iodotironinas também podem atuar por
mecanismos nao-gendmicos ou extranucleares sinalizando novas vias de
regulacao celular. O objetivo deste estudo foi investigar o envolvimento da sintese
de proteinas na acgao estimulatdéria dos horménios tireoideos no transporte de
aminoacidos e caracterizar os canais de potassio envolvidos no efeito
hiperpolarizante destes horménios em células de Sertoli de testiculos de ratos
imaturos. O sistema “A” de transporte de aminoacidos e a técnica eletrofisioldgica
sdo metodologias utilizadas neste trabalho para os estudos moleculares de
hormbénios e farmacos em ensaios biolégicos in vitro. Recentemente foi
demonstrado que o T3 estimula o transporte de aminoacidos e induz uma
hiperpolarizacdo no potencial de repouso de células de Sertoli de testiculos de
ratos imaturos. Os resultados do presente trabalho demonstraram que o T4
(tiroxina) estimula o transporte do aminoacido neutro ['*C]-MeAIB e induz uma
hiperpolarizacdo no potencial de repouso de células de Sertoli, assim como
demonstrado anteriormente pelo horménio Tz. O T4 estimulou o transporte de
['*C]-MeAIB numa faixa de concentracdo mil vezes menor do que o melhor
estimulo observado para o T3 e a acao estimulatéria do T4 no transporte de
aminoacidos nao foi alterada com a sintese protéica inibida por ciclo-heximida. Ja,
para o T3, o efeito estimulatério no transporte de aminoacidos foi parcialmente
inibido com a sintese protéica previamente bloqueada, sugerindo que este
horménio necessita da sintese protéica ativa para regular eficientemente esta
acao. Nos estudos eletrofisiologicos, o T4 demonstrou um efeito hiperpolarizante
nas células de Sertoli menor quando comparado com o Tj; O efeito
hiperpolarizante do T3 no potencial de repouso das células de Sertoli foi totalmente
inibido pelo verapamil e parcialmente inibido por tolbutamida, indicando o
envolvimento de canais de calcio dependentes da voltagem e de canais de K'atp,
respectivamente, neste mecanismo. Na presencga de TEA, o efeito hiperpolarizante
do T4 e do T3 no potencial de repouso das células de Sertoli foi totalmente inibido,
caracterizando o envolvimento de canais de K* dependentes da voltagem nesse
mecanismo. Na presenca de apamina, o efeito hiperpolarizante do T4 foi
totalmente bloqueado, caracterizando o envolvimento de canais de K
dependentes de Ca™" neste mecanismo. Destes resultados podemos concluir que
o T4 e o T3 estimulam o transporte de aminoacidos por mecanismos diferentes,
uma vez que a agao estimulatoria do T4 no transporte de aminoacidos € mais
potente e independe da sintese protéica ativa.
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ABSTRACT

Study of signal transduction of thyroid hormones in the amino acid
transport: non-genomic pathway

Thyroid hormones are essential for normal development, growth, cell
differentiation and metabolism. Sertoli cells provide the microenvironment and
cytoarchitectural support necessary for the process of spermatogenesis and have
a central role in male sex determination. Thyroid hormones stimulate
methylaminoisobutyric acid accumulation and change membrane potential in
Sertoli cells. The aim of this study was to investigate the involvement of protein
synthesis on the stimulatory action of thyroid hormones on neutral amino acid
accumulation and characterize the K* currents involved in the hyperpolarizing
effect of thyroid hormones in immature rat testes. For the amino acid uptake and
protein synthesis, 11 day-old rat testes were pre-incubated and incubated in
Krebs Ringer-bicarbonate (KRb) buffer at 32 °C, pH 7.4 and gassed with 0,:CO,
(95:5; vIv). T3 or T4 (10" to 10°M) with or without cicloheximide (100 pg/mL)
were added to the pre-incubation (30 min) and incubation media (60 min) in the
presence of ['“C]-MeAIB (3.7 kquL'1). Also, rat testes were incubated with L-[U-
4C] Leucine (0.1 uCi/mL) in KRb buffer to measure basal protein synthesis in the
presence and absence of cicloheximide. Furthermore, the action of T3 and T4 in
protein synthesis was studied. Seminiferous tubules from immature rat testes
were used for the electrophysiology experiments. Intracellular recording of Sertoli
cells was carried out in a chamber perfused with KRb with/ without T, [10 to 10®
M], T3 [10° M] and/or blockers and the membrane potential was monitored. T
stimulated amino acid accumulation in a dose-dependent manner (10 to 10° M)
in rat testes reaching 50% of stimulus at 10° M. Also, T, increased protein
synthesis but the stimulatory effect on amino acid accumulation was unchanged
when protein synthesis was blocked. Similar stimulatory effects on amino acid
accumulation (49%) and protein synthesis were observed with T3 (10° M) but
cicloheximide partially inhibited the effect of T3 on amino acid accumulation. Both
hormones elicited a hyperpolarization on Sertoli cell membrane potential which
involved K* channels, since TEA and apamin abolished this effect. There was an
involvement of extracellular Ca®* in Ts hyperpolarizing effect, since verapamil
abolished this response. Tolbutamide presented evidence that the opening of Katp
channels could also contribute to the Sertoli cell hyperpolarization produced by Tj,
We concluded that T4 and T3 stimulate amino acid accumulation by different
pathways, since the action of T, on amino acid accumulation is independent of
active protein synthesis.
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