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Resumo

Tendo em mente que a 1,25Dj;, produto final do metabolismo
da vitamina D3 ¢ essencial para a integridade do sistema reprodutor
masculino, e que, a homeostase do Ca** desempenha papel chave em
muitos processos envolvidos na espermatogénese, avaliamos o efeito
em nivel membranar da 1,25D; sobre o metabolismo do Ca™* em
testiculo inteiro e célula de Sertoli de ratos imaturos. Foi
demonstrado que em apds 60 minutos de pré-incubagdo com o
horménio, no hove variagio da captagio basal de *Ca*? nos tempos
de incubagdo de 30, 60, 150, 300 e 600 segundos. No tempo de
incubagdo de 60 segundos, foi verificado que a 1,25D; tem a
capacidade de aumentar a captagio de **Ca' do meio extracelular
em diferentes doses em ambos modelos experimentais, sendo este
evento independente da ag¢do gendmica. Em testiculos, observou-se
que doses entre 10"°M e 10°M foram eficazes em aumentar a
captagdo de **Ca'?, sendo o maior efeito evidenciado da dose de 10"
"M (106%). Utilizando esta dose, foi demonstrado que os canais de
CCDV do tipo L e T sdo as principais vias de entrada do ion nas
células testiculares, e que ha necessidade da manutengio das
correntes de K" e CI” para que ocorra este evento. Em células de
Sertoli também nao foi verificada a variagdo da captagdo basal de
43Ca’™. Neste sistema, foi verificado que no tempo de 60 segundos
de incubagdo, o horménio foi capaz de elevar a captagdo de **Ca™
entre as doses de 10®M e 10 M, onde a dose de 102 M aumentou
em torno de140% a capatagio do fon. Ja a dose de 107 M elevou
em 89% o influxo do fon. Desta forma, utilizando a dose de 1070 M,
verificamos que as células de Sertoli comportam- se assim como os
testiculos: ha necessitadade da ativagdo dos CCDV-L e T para a
entrada do Ca™? assim como das correntes de K" e CI. Também foi
verificado que em células de Sertoli ha necessidade da ativagdo das
proteinas PKC e p38MAPK para a capatagio de Ca™ estimulada
pela 1,25D;. Alé, disso, as proteinas PI3K ¢ ERK1/2 também estdo
em parte envolvidas neste processo. Por fim, avaliamos que a
integridade dos microtabulos e a atividade dos canais CIC3 faz-se
necessdria para que ocorra a entrada do ion nas células de Sertoli,
sendo esta elevagdo do ion necessaria para que ocorra o processo de
secrecdo celular ja demosntrada anteriormente pela 1,25Ds.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os testiculos e as células de Sertoli

Os testiculos sdo orgdos pareados, ovoides, que em termos
funcionais e anatomicos podem ser divididos em: tecido intersticial,
responsavel principalmente pela sintese de esterdides; e tibulos
seminiferos que constituiem um ambiente adequado para a
espermatogénese (SKINNER, 1991).

O tubulo seminifero é constituido de uma populagdo de
células com baixa taxa de proliferaco, as células de Sertoli, € uma
populagdo proliferante que se diferencia, formada pelas células
germinativas. Em contato com a por¢éo basal das células de Sertoli,
estdo as células miodides peritubulares (JOHSON, 2008). As células
de Sertoli ttm um papel central no desenvolvimento funcional do
testiculo bem como na expressdo do fendtipo masculino. Elas sdo as
primeiras a se diferenciarem na gonada primordial tornando o
epitélio apto a estruturar-se (MACKAY, 2000).

A proliferagdo das células de Sertoli ocorre em periodos
distintos entre as espécies. Em primatas ela ocorre
predominantemente no periodo pré-puberal, enquanto nos roedores
ocorre entre a vida fetal e neonatal, cessando por volta dos 12-15
dias de vida pos-natal (SHARPE, 2003). O fim da proliferacdo das
células de Sertoli e o aparecimento das jungdes oclusivas entre elas,
que se estabelece por volta da puberdade, estdo relacionados com a
formacdo da barreira hematotesticular, que proporciona um ambiente
adluminal isolado do meio extratubular, impermeavel a moléculas
hidrofilicas maiores, onde a comunicacgdo entre as células de Sertoli
e germinativas ocorrem de maneira paracrina (SETCHELL, 1993).
Além disso, a presenca da barreira hematotesticular confere um
ambiente imunologicamente protegido, garantindo assim a
progressdo espermatogénica (WONG e CHENG, 2005).

As células de Sertoli desempenham um papel crucial na
espermatogénese. Além da participagdo ativa no processo de
liberacdo de espermatozoides maduros elas também sdo responsaveis



pelo suporte mecanico, prote¢do e nutricdo das células germinativas
em desenvolvimento (FAWCETT, 1991). Estas células produzem e
secretam diversas proteinas como a ceruloplasmina, transferrina,
algumas proteases, inibidores de proteases, e glicoproteinas
inibitérias, atuando de forma paracrina com as células adjacentes
(GNESSI, 1997; GRISWOLD, 1998). Além disso, secretam na luz
do tibulo seminifero um fluido rico em K' e CI' que estdo
envolvidos com a regulagdo do pH tubular (AUZANEAU et al.,
2003, 2006) .

As fungdes das células de Sertoli sdo finamente controladas
pelo sistema endocrino. Ja foram caracterizados sitios de ligagao
nestas células para o hormonio foliculo-estimulante (FSH),
testosterona, retinol (vitamina A), 3,5,3’-triiodo-L-tironina (T3), e
1,0-25 dihidroxi vitamina D; (1,25D3), entre outros (SANBORN,
1977; SKINNER, 1991; ESKILD et al., 1991; SILVA et al., 2002).
A aclo destes hormodnios, juntamente com fatores paracrinos
secretados pelas células de Leyding, peritubulares e germinativas, é
responsavel pela manuten¢do da atividade das células de Sertoli e
pelo controle da espermatogénese (VERHOEVEN; CAILLEAU,
1990; MRUK, CHENG, 2004). Sendo assim, a elucidagdo das agdes
hormonais nas células de Sertoli, em especial da 1,25D;, ¢ necessaria
para a avaliacdo da participacio destas moléculas enddcrinas em
processos fisiologicos e patologicos que afetam o processo da
espermatogénese.

1.2 Sistema endocrino da vitamina D

A vitamina D3 ¢ um pro-hormoénio produzido pela agdo dos
raios ultravioletas no 7-dehidrocolesterol presente na pele, ou pode
ser obtida em menores quantidades através da dieta. Para ser
convertida em 1a-25-dihidroxi vitamina Dj (1,25D;), a vitamina Ds
deve softrer 2 hidroxilagdes. A primeira reagdo ocorre no figado, pela
acdo da 25-hidroxilase que origina a 25-hidroxi vitamina Ds
(25(0OH)Ds). Em seguida, este metabolito é transportado até o rim
pela proteina sérica ligadora de vitamina D (DBP) e entdo ¢
convertido pela la-hidroxilase a 1,25D; (MIZWICKI, NORMAN,
2009). Este sistema ¢ finamente regulado na etapa de hidroxila¢ao da
lo-hidroxilase renal pela concentracdo sérica de hormonio da
paratiredide (PTH), calcio (Ca™?) e fosfato (POy), assim como pelo
proprio produto do sistema, a 1,25D; (NORMAN, 2008) (Figura 1).



Ha também evidéncias de que outros moduladores enddcrinos como
estrogenos, androgenos, hormdnios do crescimento, prolactina e
insulina possam afetar a produgdo renal de 1,25D; (NORMAN,
2006).

A produgdo da 1,25D; ndo ¢é restrita aos rins. Ja foi
identificada a presenga da enzima lo-hidroxilase em mais de 10
tecidos, indicando uma agdo paracrina ou até mesmo autdcrina do
horménio (MIZWICKI, NORMAN, 2009). Ao contrario da enzima
renal, as la-hidroxilases localizadas em outros tecidos ndo sofrem
regulagio pelos niveis circulantes de Ca*™, PO4, PTH ou do proprio
horménio, contribuindo para a idéia de uma produgdo e agdo local da
1,25D; (HENDRIX, ANDERSON, 2005).
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Figura 1. Rota da biossintese da 1,25D;. A vitamina D,
proveniente da produciio na pele ou de alimentos é transportada
na corrente sanguinea pela DBP. Ela chega ao figado onde sofre
a primeira hidroxilacio pela 25-hidroxilase. Apds, o produto
segue até o rim onde é feita a segunda hidroxilacio pela la-
hidroxilase, dando origem a 1,25D;. Este horménio vai agir em



mais de 37 tecidos distintos, dentre eles osteoblastos, sistema
imune, células de Sertoli e intestino. (Adaptado de DEEB et al.,
2007).

1.2.1 Hormonio 1,25D; e mecanismos de agdo

A forma ativa da vitamina Ds, 0 hormonio 1,25D;, é um seco
esterdide pluripotente cujas funcdes biologicas vdo muito além da
acdo classica sobre a homeostase do Ca™ e metabolismo Osseo
(JONES et al., 1998). Atualmente, a acdo deste hormonio ¢ descrita
em 37 tecidos distintos, desempenhando papel fundamental no
crescimento ¢ diferenciagdo celular, contratilidade muscular e na
modulaggo do sistema imune (REICHEL et al. 1989).

A 1,25D;, assim como muitos outros hormonios esteroides
exerce agdes classicas através da ligacdo ao receptor especifico
presente no nucleo (VDR,,). Este receptor é uma proteina de
aproximadamente 50 kDa que na presenga do hormoénio ocorre
heterodimerizacdo com o receptor retindide (RXR) interagindo com
o DNA de forma a modular a expressao génica (Figura 2). Acredita-
se que cerca de 3% dos genes que compde o genoma humano sao
regulados pela 1,25D; (NORMAN, 2008).

A primeira evidéncia da a¢do ndo gendmica da 1,25D; surgiu
em meados dos anos 80 quando Nemere e colaboradores (1984)
conduziram um estudo em duodeno perfundido de pinto onde
observaram um rapido influxo de Ca™® estimulado pela 1,25Ds, o
qual foi denominado transcaltaquia. Inicialmente, os pesquisadores
postularam a presenca de uma nova proteina localizada na
membrana plasmatica da célula que serviria de receptor para a
1,25D; e seria responsavel pelas rapidas respostas do hormonio.
Recentemente foi demonstrado que este receptor de membrana ¢ o
proprio VDR (VDR,,,,) associado a microregides especificas da
membrana plasmatica, os caveolaes, que consistem em invaginagdes
ricas em esfingolipideos e colesterol (MIZWICKI, NORMAN,
2009).

A 1,25D; difere de outros hormonios esterdides por ndo ter
uma conformagio estrutural rigida. Esta molécula apresenta pontos
de flexibilidade na estrutura que permite ao hormonio adotar
distintas conformagdes. A rotag¢do entre os carbonos 6,7 do anel B



possibilita a formagdo de dois analogos estruturais: 6-s-cis € 6-s-
trans. A forma 6-s-trans liga-se preferencialmente ao VDR, e
produz respostas gendmicas, que levam horas ou até mesmo dias
para ocorrerem. Ja a ligagdo da forma 6-s-cis com o VDR, resulta
na ativacdo de sistemas intracelulares que vao originar respostar
rapidas, que ocorrem dentro de segundos (abertura de canais iOGnicos)
a minutos (ativagdo de proteinas citosolicas e formagdo de segundos
mensageiros) (NORMAN, 2006).

Forma é-s-trans Forma 6-s-cis

Figura 2. Conformacio 6-s-cis e 6-s-trans adotada pela
1,25D; (NORMAN, 2008).

Uma variedade de sistemas de transdu¢do de sinais sdo
ativados pela ligacdo da 1,25D; ao VDR, ¢ a consequente
producdo de segundos mensageiros como adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e também a
elevagio do Ca'™ interno. Esses sinais sdo amplificados através da
ativagdo de proteinas cinases, como a PKA, a PKC e as proteinas
serina-treonina cinase ativada por mitégeno (MAPK), entre outras,
causando mudangas no estado de fosforilagdo de proteinas e canais
ionicos (De BOLAND; NORMAN, 1998; ZANELLO; NORMAN et
al.,, 2004). Estas vias também sdo responsaveis por acoplar as
respostas rapidas com eventos gendmicos ao realizarem cross-talk
com proteinas citosélicas, de forma a modular a expressdo génica
(NORMAN, 2008). Mecanismos de respostas gendmicas € ndo
gendmicas da 1,25D; e a relacdo entre eles estdo esquematizados na
figura 2.
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1. Vias de sinalizacdo gendémicas e nio gendmicas da
1,25D; (MIZWICKI, NORMAN, 2009).

1.2.2 Acdes da 1,25D; em testiculos e células de
Sertoli

A vitamina D desempenha um importante papel na fungéo
reprodutiva, ja que a deficiéncia de tal vitamina ocasiona
infertilidade em ratos do sexo masculino (KWIECINSKI et al.,
1989), reducdo do peso das gonadas (HIRAI et al., 2009) e reducéo
na quantidade e qualidade dos espermatozoides (KINUTA et al.,
2000). Além disso, receptores para o hormonio (VDR,,) foram
identificados em células de Sertoli, tibulos seminiferos ¢ tecido
intersticial de testiculos de ratos e em testiculos humanos,
confirmando os testiculos e células de Sertoli, como alvo da 1,25D;
(OSMUNDSEN et al., 1989; HABIB et al., 1990). Recentemente, foi
identificada a presenga da enzima la, hidroxilase nas células de
Sertoli e células de Leyding, indicando uma producdo local do
horménio que atua de maneira autdcrina e/ ou paracrina, refor¢ando
a idéia da necessidade da 1,25D; para a integridade da funcéo
testicular (ANDERSON et al., 2008).

Além das agdes gendmicas da 1,25D; em células do trato
reprodutivo, este hormdnio desencadeia eventos fisioldgicos em



curto prazo em testiculos e em células de Sertoli. Menegaz e
colaboradores (2009) evidenciaram o envolvimento de canais Ca*?,
K" e da PKA no aumento da captagdo de amino4cidos neutros em
testiculo de ratos imaturos tratados com 1,25D;. Este trabalho
também revelou um possivel cross-talk entre a sinalizagdo iniciada
na membrana plasmatica (rapidas respostas) e a sinalizagdo nuclear,
ja que o efeito na captacdo de aminoacidos foi reduzido quando
interrompida a sintese de proteinas. Também em testiculos, foi
evidenciado que a 1,25D; aumenta a fosforilagdo da vimentina em
testiculos de ratos imaturos através de mecanismos independentes da
sintese protéica, envolvendo a modulagdo de canais de Ca™ e de
proteinas cinases (ZAMONER et al., 2008).

Recentemente foi evidenciada, em linhagens de células de
Sertoli (TM4) a participagdo direta da 1,25D; no processo de
secregdo celular, sendo este evento dependente de correntes de Cl™ e
das proteinas cinases PKA e PKC, que atuam modulando a atividade
dos canais de CI' (MENEGAZ, 2009). Ainda nesta linhagem celular,
foi observado que o aumento da captagio de Ca™* estimulado por
1,25D; ocorreu dentro de 5 minutos apds a exposi¢do ao hormonio
(AKERSTRON,WALTERS, 1992). No entanto, ainda que os
receptores para 1,25D; tenham sido detectados em células de Sertoli
e que alguns estudos tenham sido realizados no intuito de revelar as
acoes deste hormoénio nestas células, os efeitos gendmicos e nio-
gendmicos diretos da 1,25D; nas células de Sertoli ainda
permanecem elusivos.

1.3 O cdlcio como molécula sinalizadora

O Ca™ ¢ uma das principais moléculas sinalizadoras
intracelulares. Este ion ¢ responsavel pela conversdo de estimulos
externos em agdes especificas dando origem a respostas bioldgicas
importantes. Hormonios, como a 1,25D;, neurotransmissores e
fatores de crescimento utilizam a via de sinalizagio do Ca™ como
rota para varios processos celulares, entre eles a proliferacdo celular,
secre¢do, modificacdes no citoesqueleto e reagdes do metabolismo
intermediario celular (BERRIDGE el al., 2003; ZAMONER et al.,
2005; 2007).

Quando a célula estd em repouso, a concentragao
citoplasmatica do ion encontra-se em torno de 100 nM. No entanto,



quando a célula é estimulada por hormdnios ou por estimulo
mecénico, a concentragio de Ca'” passa para valores proximos a 1
uM. Este aumento temporal e espacial de Ca™ deve-se a entrada do
ion do meio extracelular através de canais expressos na membrana
plasmatica e/ou da mobilizacdo das reservas intracelulares do ion:
em especial do reticulo endoplasmatico e da mitocondria, organelas
cuja concentragio do Ca™ encontra-se na ordem de mM
(KRAUSS,2003; CLAPHAM, 2007).

A abertura de canais de Ca™ e o consequente aumento dos
niveis do ion levam a formagdo de sinais elementares de Ca™ que
podem ativar tanto processos celulares localizados nas proximidades
dos canais como ativar processos em nivel global, como a ativagao
de outros canais e proteinas (BERRIDGE, 1998). Nas células de
Sertoli, a elucidagio das vias de entrada e sinalizacio do Ca™
promovidos pela 1,25D; ¢ de suma importancia, ja que este
horménio estad envolvido no processo de secregdo de substancias
necessarias para nutri¢do das células germinativas. Distarbios nestas
vias poderiam acarretar, por exemplo, uma queda quantitativa e
qualitativa da espermatogénese (MENEGAZ, 2009).

1.3.1 Sistemas de troca de cdlcio

O Ca* é um fon extremamente importante para uma série de
processos celulares, por isso, sua concentragdo no citosol ¢é
finamente regulada. (DAVILLA, 1999; CLAPHAM, 2007). Na
membrana plasmatica existem mecanismos importantes que
bombeiam o Ca*? para fora da célula. Um deles é o sistema de troca
Na“-Ca'?, que utiliza o gradiente de Na* através da membrana para
dirigir o efluxo de Ca™. Este sistema apresenta uma estequiometria
de trés Na" para dois Ca™ e opera com alta capacidade e baixa
afinidade, sendo importante para dirigir grandes quantidades do ion
para fora da célula (KRAUSS, 2003). O outro sistema ¢ a bomba de
Ca'? presente na membrana plasmatica (PMCA- plasma membrane
calcium-pump). Este sistema tem alta afinidade de interagdo com o
Ca*, no entanto, possui baixa capacidade de transporte do ion. A
PMCA transporta Ca'> contra o gradiente de concentragio,
envolvendo consumo de energia com gasto de ATP. Esta bomba ¢
regulada por diversos fatores, sendo o principal deles a ligagdo do
complexo Ca'’-calmodulina em um sitio especifico da proteina.
Além disso, o aumento dos niveis intracelulares do Ca™ ¢ a



fosforilagdo por proteinas cinases também regulam a atividade deste
transportador (PETERSEN et al, 1994, CARAFOLI, 1997).
Acredita-se que este sistema seja efetivo na manutengdo dos baixos
niveis de Ca™ citosélico por longos periodos, enquanto as bombas
de troca Na'-Ca® sio responsaveis pelos ajustes rapidos dos niveis
citosolicos do ion (CLAPHAM, 2007).

No reticulo endoplasmatico a entrada de Ca™ ¢é feita através
de bombas de Ca™-ATPase . Neste sistema, ha uma troca de dois
jons Ca™® por molécula de ATP hidrolisada (WUYTACK et al.,
2002). Acredita-se que a mitocondria desempenha um papel
secundério na homeostasia do Ca*? celular, ja que o armazenamento
restringe-se a momentos em que ha um aumento consideravel nos
niveis citosélicos do ion. O movimento do Ca** ocorre através de um
gradiente proton eletroquimico na membrana mitocondrial interna
(KRAUSS, 2003).

1.3.2 Mobilizacdo das reservas intracelulares

A liberagdo do Ca' das reservas intracelulares ¢ mediada
por segundos mensageiros intracelulares que atuam em canais
presentes na membrana das organelas e também pela propria
concentragio do Ca'® do citosol e reservas (movimento do Ca®
segundo o gradiente de concentragdo). No caso do reticulo
endoplasmatico, a acdo de hormonios e muitos fatores de
crescimento na membrana plasmatica da célula, ativa a folfolipase C
(PLC) que eleva os niveis de diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP;). Este ultimo difunde-se no citosol e interage com
receptores especificos presentes no reticulo endoplasmatico, o que
ocasiona a alteracdo da conformag@o do canal e permite a saida do
Ca'? da organela. Outro meio de extrusio do fon do reticulo
endoplasmatico ¢ via receptores de rianodina, que sdo semelhantes
estrutural e funcionalmente aos receptores InsP;, ¢ sdo ativados
quando a concentragdo citosolica do Ca™ esta entre 1-10 pM e
inativados quando ultrapassa 10 pM (BOOTMAN et al,2001). Outra
via de saida de Ca' desta organela ¢ através de canais de Ca™
ativados por esfingolipideos (SCamPER), cuja estrutura e agdo
fisiologicas ainda ndo foram totalmente elucidadas (CLAPHAM,
2007). A saida do Ca*? mitocondrial é regulada principalmente pela
concentragdo no citosol e se da principalmente através dos
trocadores Na'/ Ca'. Outros compartimentos como endossoma,



aparelho de Golgi e lisossomos também podem liberar o Ca** para o
meio extracelular. Esta liberagdo parece estar ligada ao gradiente de
concentragdo do ion e da presenga de canais permeaveis ao Ca™. No
entanto, ainda ndo esta esclarecida a relevancia destas reservas
secundarias de Ca™ em processos biologicos (CLAPHAM, 2007).

133 Influxo de cdlcio da regido extracelular

Em condigdes basais, o influxo de Ca™ do meio extracelular
para o intracelular é baixo. Porém, quando a célula ¢ submetida a um
estimulo, a permeabilidade dos canais presentes na membrana
plasmatica ¢ alterada e deste modo ha um aumento nas correntes de
Ca" (HOSEY; LADZUNSKY, 1988). Os canais de Ca™ na
membrana plasmatica sdo proteinas transmembranares que
apresentam poros seletivos para este ion. Estes canais podem ser
regulados pela variagdo do potencial transmembrana, por ligantes
especificos, pela fosforilagio, pela proteina G, pelo proprio Ca™
intracelular ou pela interrelagao destes fatores. O aumento do influxo
de Ca™ que freqiientemente acompanha a estimulagio hormonal
sugere que as alteragdes na permeabilidade sejam um processo
essencial na ativagdo celular (HOSEY; LAZDUNSKI, 1988,
BENITAH et al., 2009).

As principais vias de entrada de Ca™ na célula sdo: através
de canais de Ca™ dependentes de voltagem (CCDV); canais de Ca"
ligados & receptor; canais de Ca™ ativados mecanicamente, que
respondem ao estresse mecanico; canais de Ca'™ dependentes do
estoque, que sdo ativados em resposta a deplegdo dos estoques
intracelulares e causam uma entrada capacitativa de Ca** (KRAUSS,
2008). Dentre os canais de Ca'? expressos na membrana plasmatica,
os CCDV representam a principal via de entrada do ion nas células
quando submetidas a um estimulo externo, como ligagdo de um
horménio a receptores de membrana. Atribui-se a atividade destes
canais a capacidade de converter sinais externos em eventos elétricos
membranares e eventos citosdlicos (CATERALL et al., 2000;
CLAPHAM, 2007). Devido a importancia em varios processos
celulares e a participagdo destes canais descritos anteriormente em
células de Sertoli e/ou testiculo, o estudo destes canais foi objeto de
investigacdo no presente trabalho.



1.34 Canais de calcio dependentes de voltagem
(CCDYV)

Os canais de Ca'* dependentes de voltagem (CCDV) sio
complexos protéicos transmembranares responsaveis pela conversao
do estimulo elétrico em eventos celulares. Eles estdo envolvidos
numa série de processos fisiologicos e patologicos, como secregio,
diferenciagdo, crescimento e morte celular (CATERALL et al.,
2007). A liberagdo de hormoénios e neurotransmissores de células
neuronais e endodcrinas, a expressdo génica em muitas células, e a
contragdo dos musculos liso, cardiaco e esquelético dependem da
ativagdo deste tipo de canal (RIOS; PIZARRO, 1991).

Os CCDV pertencem a superfamilia dos canais idnicos
protéicos transmenbranares, na qual estdo incluidos os canais de Na*
e K dependentes de voltagem (YU e CATERALL, 2004). Na
década de 1980, a estrutura protéica dos CCDV foi purificada e
foram identificadas as diversas subunidades que compde o canal
(BORSOTTO et al., 1985, FLOCKERZI et al., 1986, TAKAHASHI
et al, 1987). A principal subunidade ¢ denominada de a,, ¢ as demais
subunidades regulatorias sdo conhecidas como o, B, & e y
(HOFFMAN et al., 1999). A subunidade o, ¢ a maior delas, e nela
estdo incluidos os sensores de voltagem e o poro de condugdo i6nica,
além disso, ¢ o ponto chave para a regulagdo do canal por farmacos
(HOFFMAN et al., 1999). A subunidade f é uma subunidade
acessoria que desempenha um papel critico na regulagdo do canal.
Enquanto a subunidade o, contém as propriedades que caracterizam
os determinantes de dependéncia de voltagem e inativagdo, a
associacdo com diferentes isoformas da subunidade P influencia,
principalmente, a cinética de inativagdo do canal. Sobre as
subunidades a, e 3, ¢ descrito que elas modulam a interagdo com
alguns bloqueadores dos CCDV, porém, hd poucos dados
conclusivos. Com relagao a subunidade vy, ainda ndo esta definido o
papel desta na funcionalidade do canal (DRESVIANNIKOV et al.,
2009).

1.3.5 Classificacdo dos CCDV

Inicialmente, os CCDV foram classificados de acordo com o
potencial transmembrana em que eram ativados, sendo denominados
canais de Ca'™ de alta e baixa voltagem (HILLE, 2001). Baseando-se



nas caracteristicas eletrofisiologicas e/ou farmacologicas, os CCDV
foram divididos em seis classes de correntes designadas L-, N-, P/Q-
, R-, T- (TSIEN et al., 1991; HOFMANN et al., 1999). Outra forma
de classificar os canais ¢ de acordo com a estrutura da subunidade
a,. Nesta classificagdo, o simbolo quimico do calcio (Ca) ¢ utilizado
para definir o ion, a designac@o de dependéncia de voltagem (Ca,) e
um sistema numérico relacionado ao gene da subfamilia da
subunidade 0. Desta forma os canais de Ca' podem ser divididos
em trés grandes familias: a) Ca,;, da qual fazem parte os CCDV do
tipo L; b) Ca,,, que conduz correntes de Ca™ do tipo N, P/Qe R; e
c¢) Cay, que conduz correntes de Ca™ do tipo T (CATTERALL,
2000).

1.3.5.1 Canais de cdlcio dependentes de voltagem do
tipo L (Cav))

Os CCDV do tipo L sdo amplamente distribuidos nos tecidos
e compreendem a principal via de entrado do Ca™ nas células,
participando de eventos celulares chaves como contragdo muscular,
secregdo endocrina e transcricdo génica. Segundo a classificagio que
leva em consideragdo as caracteristicas da subunidade o, eles podem
ser subdivididos em quatro subgrupos: Ca,; a Ca,,
(CATTERALL, 2000, BENITAH et al.,, 2009). Estes canais tém
como caracteristica a rapida ativagdo, porém apresentam uma
condutancia prolongada apds a abertura do canal (long-lasting). Em
geral a ativagdo ocorre em potenciais de até -40 mV, sendo por isso
classificados como de alta tensdo, apresentam picos entre 0 e +10
mV e tendem a reverter entre +60 mV e +70 mV (BENITAH et al.,
2009).

Os CCDV-L sio sensiveis a trés classes de farmacos:

Fenilalquilaminas: Entre as fenilalquilaminas, o verapamil ¢
o mais utilizado clinicamente pela capacidade de bloquear os canais
do tipo L, sendo utilizado principalmente no tratamento de doencas
cardiacas (HOCKERMAN, 1997).

Benzotiazepinas: O diltiazem ¢ o composto desta classe mais
utilizado clinicamente (DIOCHOT et al., 1995). O bloqueio
provocado pelo diltiazem ocorre pela ligagdo rapida ao estado aberto



do canal, além de ligar-se ao estado inativado, preferencialmente
(HOCKERMAN, 1997).

Dihidropiridinas: As dihidropiridinas sdo moduladores
alostéricos e podem agir sobre os CCDV do tipo L tanto como
agonistas ou antagonistas, isto vai depender da estrutura do farmaco,
do potencial transmembrana, da freqiiéncia da estimulagdo e do
estado conformacional resultante do canal (McDONALD et al.,
1994). As mais usadas sdo o Bay K 8644 (agonista) e a nifedipina
(antagonista).

Estas trés classes de antagonistas dos canais de Ca** ligam-se
em sitios distintos na subunidade a; do canal de maneira nio
competitiva, proximos do poro do canal e do sitio de ligagio do Ca™
(GLOSSMANN; STRIESSNIG, 1990). A regulacdo deste tipo de
canal por moléculas intracelulares é amplo alvo de estudos. Ja foi
demonstrado que algumas proteinas cinases como PKC, PKA, PI3K
e CaMKII modulam a atividade destes canais de forma diferente em
tecidos distintos. Além disso, o proprio Ca™ parece regular
negativamente a atividade destes canais quando ha um aumento
significativo dos niveis intracelulares deste ion (BENITAH et al.,
2009).

1.35.2 Canais do tipo T (Cav3)

Os CCDV do tipo T podem ser subdivididos em trés grupos
Cay g, Capz, ¢ Capzs (PEREZ-REYES, 2006). Estes canais sdo
caracterizados eletrofisiologicamente pela formagao de correntes de
Ca*? de baixa voltagem, pela cinética de ativagio rapida e pela baixa
condutancia unitaria. Os CCDV do tipo T estdo envolvidos em
muitos eventos celulares, tais como a regulagdo da proliferagdo e
diferenciacdo celular, geragdo do potencial de agdo e sintese de
esteroides (LOTSHAW, 2001; FERRON et al., 2002, LORY et al.,
2006). Assim como outros CCDV, estes canais também sofrem
regulagdo por biomoléculas. A interacdo direta de subunidades da
proteina G com o canal pode inibir a atividade destes. Ja a ativagdo,
esta relacionada com a ac¢do de proteinas cinases como a PKA, PKC
e CaMKII. Outro tipo de modulag@o ocorre através da interagao do
ion zinco com o canal, que pode tanto aumentar (Ca,33) quanto
diminuir (Cay;,) a atividade (HUC et al., 2009). Entre os



bloqueadores para os canais do tipo T estdo o amiloride, octanol, o
niquel, e a flunarizina (MORI et al., 1993; MARINO et al., 2004).

1.3.5.3 Canais do tipo N (Ca,; »)

Sdo caracterizados por serem ativados por alto potencial,
como o canal do tipo L, com a diferenca de serem insensiveis as
dihidropiridinas. A atividade destes canais estd relacionada com a
liberacdo dos neurotransmissores, ou eventos que se seguem a
despolarizacdo do terminal nervoso na transmissdo sinaptica em
neuronios. Estes canais podem também ser modulados por sistemas
de segundos mensageiros ligados & membrana (SPEDDING;
PAOLETTI, 1992). Os canais do tipo N sfio sensiveis a ®-
conotoxina, que ¢ produzida pelo molusco marinho Conus
geographus, sendo altamente seletiva para este tipo de canal
(OLIVEIRA et al., 1994). A estrutura molecular do canal tipo N esta
estabelecida, apresentando homologia de 3 subunidades com o canal
do tipo L: 0y, o, e B (MORI et al., 1993).

1.3.54 Canais do tipo P/Q (Ca,; ) e tipo R (Ca,; 3)

Os canais do tipo P foram inicialmente descritos em
correntes nas células cerebrais de Purkinje resistentes as
dihidropiridinas e as conotoxinas e mais tarde foram descritos em
diversos neurdnios centrais e periféricos. A ®-agatoxina IVA é uma
toxina que esta presente no veneno de aranha, ¢ um bloqueador
altamente especifico dos canais tipo P/Q. Esta toxina requer o estado
aberto do canal para ter acesso ao sitio de ligacdo e quando liga,
inativa-o (OLIVEIRA et al.,1994). Estes canais sdo ativados por alta
tensdo. Os canais de Ca™ que contém uma subunidade Ca,, ;o sdo
responsaveis pelas correntes de Ca** tanto do tipo P quanto do tipo Q
(HERLITZE et al., 2001).

Considerando a identificagdo CCDV-L ¢ T nas células de
Sertoli (D’AGOSTINO et al., 1992; LALEVEE et al., 1997) ¢ de
relatos anteriores que indicam que 1,25D; modula a atividade destes
canais para gerar sinais de Ca'> no meio intracelular de diversos
tipos celulares (NEMERE et al., 1984; ZANELLO, NORMAN,
2004; TUPDOR et al., 2008; KHANAL et al., 2008), neste trabalho
foi estudada a participagdo dos CCDV-L e T na via de entrada do
Ca™? em testiculos e células de Sertoli quando tratadas com a 1,25Ds.



1.4 QOutros canais ionicos presentes na membrana
plasmadtica

Os canais i0nicos presentes na membrana plasmatica sdo
proteinas transmembranares que permitem o fluxo de ions entre
meio extracelular e intracelular. Eles desempenham importantes
papéis na manutengdo da integridade celular, e estdo envolvidos em
processos como secre¢do, contragdo e proliferacdo celular. A
modulagdo da atividade dos canais e a influéncia entre eles € passo
chave na conversio de um sinal externo em eventos citosélicos que
podem culminar em respostas biologicas (SANDHIYA,DKHAR,
2009).

Nas células de Sertoli, acredita-se que os canais i0nicos
presentes na membrana plasmatica desempenham papel chave no
processo de secrecdo celular bem como na iniciagdo de eventos que
culminam na ativagdo de processos nucleares (SILVA et al; 2001;
SILVA et al; 2002; MENEGAZ, 2009). Sendo assim, a compreengao
da interdependéncia de diferentes tipos de canais para a
funcionalidade celular faz-se necessdria para a elucidagdo da
fisiologia celular e de processos patologicos que acometem este
sistema. Para tanto, em nosso trabalho estudamos a possivel
participagdo de canais de CI" e K* no processo de entrada de Ca*
estimulada pelal,25Ds.

1.4.1 Canais de cloreto

O ion cloreto (CI) desempenha um papel relevante na
homeostase celular em condigdes fisiologicas e patoldgicas. Apesar
deste ion representar menos da metade do conteido anidnico celular,
¢ o anion de maior relevancia fisiologica, ja que difunde-se
facilmente através das membranas. Desta forma, a varia¢do no fluxo
de CI' esta associado a regulagdo do volume celular, processos
secretorios e a manutengdo do pH celular, essencial para a
manutengdo da atividade enzimatica (FOSKETT, 1998;
AUZENNEAU et al., 2006). Além disso, descobertas recentes tém
atribuido ao CI” a capacidade de atuar como segundo mensageiro
intracelular ja que sua concentragdo dentro da célula ¢ dindmica e é
capaz de modular a atividade de proteinas como transferrina,
glicose-6-fosfatase, hemoglobina dentre outras (DURAN et al.,
2010).



O transporte de CI' envolve numerosas vias incluindo
trocadores de anions, co-transportadores e canais i0nicos. Os
trocadores e co-transportadores permitem que a concentragdo do
anion seja mantida contra o gradiente termodinanico, sendo este
transporte associado a outros ions como Na” e K. J4 os canais de CI
permitem a passagem de correntes do ion através da membrana
influenciando desta forma o potencial de membrana e o transporte de
solutos (FOSKETT, 1998). Varios canais foram identificados em
funcdo das caracteristicas eletrofisiologicas, seletividade idnica,
comportamento de abertura e sensibilidade farmacologica. No
entanto, os canais de Cl ativados por ligantes (glicina e 4cido gama-
butirico - GABA), os reguladores da condutincia da membrana na
fibrose cistica (CFTR) e os canais de Cl da familia CIC s@o os mais
estudados, pois defeitos nas suas funcdes estdo relacionados a
processos patologicos (JENTSCH et al., 2002;CHEN, HWANG,
2008). Os CFTR, CIC os canais ligados a receptores juntamente com
os canais de CI" ativados por Ca"” serdio abordados a seguir.

14.1.1 Familia CIC de canais de cloreto

Os canais de cloretos membros da familia CIC estdo
amplamente distribuidos em varias espécies e desempenham
importantes func¢des biologicas (JENTSCH et al., 2002). Defeitos
nessas proteinas estdo associados a diversas doengas que estdo
sumarizadas na tabela 1.



Tabela 6. Doencas associadas a distirbios nos canais CIC.
Adaptada de (JENTSCH et al., 2002)

Canal Expressao Funcao Doenca
associada
clC-1 Musc’ul.o Estabilizagdo da Miotonia
esquelético membrana
Transporte Cegueira
transepitelial,
ClC-2 Geral regulagdo de volume e  Infertilidade
pH celular masculina
CIC-Ka Rins Transp'ort'e --
transepitelial
CIC-Kb Ouvido Transp'ort'e Sindrome de
transepitelial Bartter
Acidificagao de elfeerra(i?va do
CIC-3 Geral intravesicular e &
~ hipocampo e
secre¢do
fotoreceptores
ClC-4 Geral Acidificagdo de )
organelas
Rins, - ~
CIC-5 intestino, Acidificagio de Doenga de Dent
f organelas
igado

CIC-6 Geral - -




Acidificagdo de
organelas e
reabsorgdo de
osteoclasto

CIC-7 Geral Osteoporose

Os canais CIC sdo proteinas transmembrana constituidas de
duas subunidades idénticas que apresentam varios sitios de ligacdo
para o CI'. Foram identificados até o momento 9 subtipos de canais
que, em funcdo da homologia estrutural, foram divididos em 3
subfamilias (CHEN, HWANG, 2008). A primeira delas compreende
os canais CIC-1, CIC-2, CIC-Ka e CIC-Kb. Eles estdo presentes
principalmente na membrana plasmatica das células e sdo
responsaveis pela estabilizagdo do potencial transmembrana e pelo
transporte transepitelial (PUSH et al., 2006). A segunda familia é
composta pelos canais CIC-3, CIC-4 e CIC-5 os quais sdo expressos
principalmente nas organelas intracelulares e estdo relacionados com
a regulacio do pH vesicular (CHEN, HWANG, 2008).
Diferentemente dos demais membros da familia, o CIC-3 esta
localizado tanto na membrana plasmatica quanto em organelas
intracelulares e esta presente na maioria dos tecidos (JENTSCH et
al., 2002; CHEN, HWANG, 2008). Relata-se que o influxo de CI’
através dos canais CIC-3, estimula a exocitose em células de
mamiferos através de um mecanismo que neutraliza e previne o
excesso de cargas positivas provenientes dos ions H" culminando na
acidificacdo intragranular necessaria para secre¢do vesicular (BARG
et al., 2001). Os canais CIC-6 e CIC-7, membros da terceira
subfamilia, estdo presentes em varios tecidos e a expressdo destes
canais ocorre preferencialmente nas organelas onde atuam na
manuten¢do do pH (PUSH et al., 2006).

A atividade dos canais CIC sdo moduladas principalmente
pelo potencial transmembrana, porém, a regulagdo por anions, pH,
mensageiros intracelulares e proteinas cinases também foi relatada
(DUTZLER et al., 2002). Sabe-se que o anion CI esta envolvido no
processo de homeostase intracelular do Ca*™. A ativagdo de canais e
transportadores de CI° mantém o potencial de membrana
suficientemente negativo para facilitar o influxo de Ca®™
(KERSCHBAUM et al., 1997). Bloqueadores de canais de CI
podem afetar a sinalizagio de [Ca*?]i através da modulagio do fluxo
de CI' (LIN et al., 2003). Dessa forma, o Cl" aparece como um



importante regulador de processos exocitoticos estimulados pelo
Ca" (BARG et al., 2001).

Os canais CIC estdo presentes em muitos tipos celulares,
incluindo as células de Sertoli (AUZENNEAU, 2003). Acredita-se
que estes canais desempenham papel chave em muitos eventos
celulares, dentre eles os desencadeados pela 1,25D;. Neste sentido,
ja foi verificado a participacdo dos CIC-3 no processo de secrecdo
celular estimulado pelo horménio (MENEGAZ, 2009). No entanto, a
participagdo dos demais tipos de CIC em eventos celulares nas
células de Sertoli carecem de estudos.

1.4.1.2 Canais de cloreto reguladores da condutdncia
transmembrana da fibrose cistica (CFTR)

Os canais CFTR estio envolvidos no transporte de sal e agua
através de tecidos epiteliais (FRIZZEL, 1995). Mutagdes que
reduzem a sintese ou atividade desse canal causam a fibrose cistica
(FC), uma doenca genética letal que afeta a permeabilidade das
células epiteliais ao ion ocasionando defeitos no transporte de
proteinas, sais e agua. Este canal é membro da superfamilia dos
transportadores ativados por ATP (HYDE et al., 1990), composto
por dois dominios transmembrana formadores do poro do canal e
dois dominios ligadores de nucleotideos, que ligam e hidrolisam o
ATP. Este canal também possui o dominio R, que ¢é alvo da
fosforilagdo por proteinas cinases, em especial a PKA que ¢
conhecida como ativador natural do canal (MATHEWS et al., 1998).
No entanto, outras proteinas como a PKC parecem também modular
a atividade do canal através da fosforilagdo. A ativagdo e abertura
dos CFTR tipicamente requerem a fosforilagdo do dominio R por
proteinas cinases e a ligacdo de ATP a sitios especificos (FOSKETT,
1998; SHEPPARD, WELSH, 1999).

O papel dos canais CFTR no testiculo durante a
espermatogénese foi evidenciado em fungdo de observagdes de que
em pacientes com fibrose cistica possuem células germinativas em
numero reduzido ou sdo células mal-formadas (EGAN et al., 2004)



1.4.1.3 Canais de cloreto ativados por Ca*? (CaCCs)

Os canais de cloro ativados por Ca™* (CaCCs) desempenham
papéis importantes na fisiologia celular, incluindo secregdo de
eletrolitos e agua, transdugdo sensorial, regulagdo da excitabilidade
neuronal e cardiaca assim como a regulagdo do tonus vascular. Estes
canais estdo amplamente distribuidos pelo organismo, e s@o
encontrados em células cardiaca, neuronais, pancreaticas,
musculares, sanguineas, da retina, inclusive em células de Sertoli
(DURAN et al., 2010).

A ativagdo dos CaCCs requer altos niveis intracelulares de
Ca", seja ele proveniente do meio extracelular ou de organelas
citoplasmaticas. Quando ha o influxo de Ca'™ do meio extracelular,
ha evidéncias que a entrada do ion pelos CCDV do tipo L ¢ T pode
ativar os CaCCs, no entanto quando a principal porta de entrada sdo
os CCDV-N, n3o ha a ativacdo das correntes de CI. Ha dois
mecanismos pelos quais o Ca™ ativa os CaCCs: o primeiro é a
ligacdo direta do ion ao canal, e a segunda ¢é através da ativagdo da
proteina cinase Ca'’-calmodulina, que fosforila o canal tornando-o
ativo. Estes canais também podem ser regulados diretamente pela
proteina G através da interagdo com a subunidade GTP-y -S, e
indiretamente através da ativagdo de segundos mensageiros como
PLA, PLC e IP;. O pH intracelular e a voltagem também estdo
envolvidos na regulagdo da atividade dos CaCCs (KIDD, THORN,
2000; REISERT et al., 2003; EGGERMONT, 2004; HARTZELL et
al., 2005).

Apesar dos esforcos, até hoje ndo foi possivel a elucidagao
das proteinas que compdes a familia dos CaCCs. Recentemente
foram identificadas duas proteinas que atuam como canais CaCCs, a
Anol e Ano2. Estes canais sdo dependentes de voltagem e ativados
pela interagio com o Ca™ intracelular e diferem entre si pela
afinidade de ligacdo com o ion e pelo tempo de ativagdo (DURAN et
al., 2010). Outro canal de CI" que também ¢ ativado pelo Ca* ¢ o
CIC-3. Este atua como um canal ativado por Ca™ putativo e sua
atividade é mediada tanto pela interacdo com o cation quanto pela
fosforilagdo da proteina cinase Ca™-calmodulina. E, ainda a proteina
bestrofina que é ativada pela ligagio direta do Ca™ ao canal, mas ¢
insensivel a fosforilagdo (HARTZELL et al., 2005; LALONDE et
al., 2008; DURAN et al., 2010)



1.4.1.4 Canais de cloreto ligados a receptores

Os receptores gama-amino-butirico (GABA) e da glicina
pertencem a uma familia de receptores ligados a canais i6nicos. A
ligacdo dos neurotransmissores a receptores especificos promove a
abertura dos canais anidnicos acoplados a estes receptores. Este
evento produz um influxo de CI, o qual hiperpolariza as células
nervosas e inibem a atividade neural JENTSCH et al., 2002).

1.4.2 Canais de potassio

O potassio (K") ¢ o cation intracelular mais abundante e esta
relacionado a varias fungdes celulares. A concentragdo do ion no
meio intracelular é muito elevada se comparada ao meio
extracelular. Esta diferenga é essencial para a manutengdo do
potencial elétrico na membrana das células e para a manutengdo da
integridade e crescimento celular, j4 que estd relacionado com
processos de sintese de proteinas e DNA, além de participar
juntamente com o ion CI' da manutencdo do pH e volume
intracelular (AHERN; KOBERTZ, 2009).

Os canais de K' sdo proteinas tetramétricas integrais da
membrana, presentes em todas as células de mamiferos. Estes canais
sdo extremamente seletivos a passagem do fon K' através do
gradiente eletroquimico e estdo relacionados a uma série de eventos
celulares incluindo a regulagdo da atividade cardiaca, contragdo
muscular, liberagdo de neurotransmissores, excitabilidade neuronal,
secregdo de insulina, transporte epitelial de eletrdlitos, regulacdo do
volume e proliferacido celular (ROWAN et al; 1996; KAZIC,
GOJKOVIC-BUKARICA, 1999; WICKENDEN, 2002). Defeitos
nestes canais i0nicos estdo associados a diversas patologias, dentre
elas a sindrome de Anderson-Tawil, diabetes melito, epilepsia,
episodios de ataxia e disfuncdo erétil (SANDHIYA,DKHAR, 2009).

Os canais de K* conservam uma homologia estrutural entre
as espécies e diferem entre si apenas pela maneira em que sdo
ativados (MACKINNON, 2003). Os canais de potassio dependentes
de voltagem sdo ativados em resposta a mudancas no potencial
transmembrana e s3o importantes na fase de repolarizacdo do
potencial de acdo. Outros s3o chamados retificadores internos, onde



a corrente passa primeiramente em voltagens hiperpolarizantes,
dentre eles se destacam os canais de K" ativados por proteina G e os
dependentes de ATP (K'arp), que interligam fungdes do
metabolismo celular e do potencial transmenbrana. Ha ainda os
canais de K" ativados pelo aumento da concentragio interna de Ca*?,
denominados canais de K dependentes de Ca™. Estes canais
previnem indiretamente a entrada excessiva de Ca™ e estio
envolvidos no relaxamento  muscular e liberagdo de
neurotransmissores, entre outros eventos (WICKENDEN, 2002).
Devido a grande diversidade de canais de K', serdo abordados
apenas os que foram alvo do presente trabalho, os canais K
dependentes de Ca' e os canais K* dependentes de ATP.

1.4.2.1 Canais K" dependentes de Ca™’

O aumento das correntes de Ca*™ e conseqiiente elevagdo dos
niveis intracelulares deste ion estao relacionados com a ativagdo dos
canais de K dependentes de Ca™. A ligacdo do ion divalente ao
canal facilita a abertura do poro, e este por sua vez, aumenta a
afinidade de ligagdo do Ca'?, permitindo uma abertura prolongada
do canal. Desta forma, estes canais contribuem para a regulagao do
tonus vascular, determinacdo da duragdo e freqiiéncia do potencial
de acao e na liberagdo de neurotransmissores (HOU et al., 2009).

Os canais de K* dependentes de Ca™* podem ser divididos
em trés subfamilias: os canais de alta condutincia (100-300 pS -
BKCa), de conduténcia intermediaria (25-100 pS - IKCa) e de baixa
condutancia (2-25 pS - SKCa). Os BKCa foram os primeiros canais
a serem estudados nesta familia. Eles sdo ativados pela elevagio dos
niveis de Ca™ e pela despolarizagio da membrana, no entanto, a
ativagdo do canal pode ocorrer quando apenas um desses fatores esta
presente (GHATTA et al.,, 2006). Os BKCa também podem ser
regulados por moléculas enddgenas como fosfolipideos, proteinas
cinases, espécies reativas de oxigénio e pelo grupamento heme.
Hormonios como estrogénio, testosterona e corticosterona também
modulam a atividade desses canais através de agdes ndo gendmicas
(HOU et al., 2009). Os canais IK distinguem-se dos demais em
funcdo das propriedades farmacologicas, biofisicas e fisiologicas.
Estdo presentes em muitos tecidos, tendo importantes fungdes no
controle do volume dos enterdcitos, secregdo de Cl” nas células
epiteliais de vias aéreas e intestino, controle da proliferacio e
secregdo de citocinas nos linfocitos (JENSEN et al., 2001).



Os canais SK s3o ativados por concentragdes
submicromolares de Ca* e estdo relacionados com o processo de
hiperpolarizagdo ~ membranar.  Estes  canais podem  ser
farmacologicamente classificados com base na sensibilidade ao
veneno de abelha, apamina. Xia e colaboradores (1998)
demonstraram que a ativagdo destes canais ndo se da pela interagdo
do Ca™ diretamente com o canal, mas sim através da interacio do
fon com a calmodulina que estd associada constitutivamente aos
canais SK.

1.4.2.2 Canais de K" dependentes de ATP

Os canais de K" dependentes de ATP (K" s1p) sdo conhecidos
por serem responsaveis pela conexdo do metabolismo celular com a
excitabilidade da membrana plasmatica da célula, ja que sdo
bloqueados quando a relagdo citosdlica ATP/ADP esta elevada.
Estes canais estdo presentes em varias células e sdo relacionados a
eventos celulares como secre¢do de insulina nas células beta
pancreaticas, protecdo contra eventos isquémicos no coragdo e
cérebro além de estarem envolvidos na regulagdo do tonus venoso
(TERAMOTO, 2006).

Evidéncias farmacoldgicas e bioquimicas sugerem que ha
uma populacio distinta de K,rp na membrana mitocondrial (K arp
mit) € na membrana plasmatica (K'srp.sarc). Apesar da estrutura dos
K atp.mit ainda permanecer obscura, sabe-se que os K,rp em geral
apresentam 2 subunidades: a primeira ¢ a unidade formadora do poro
que pertence a familia dos canais de K' retificadores internos
(Kir6.x); a segunda ¢ a subunidade regulatoria onde esta localizado o
receptor para as sulfoniluréias, farmacos que bloqueiam a atividade
do canal (SUN e HU, 2009).

A ligagdo de bifosfato de fosfatidil inositol (InsP,) ou
cadeias longas de éster acil-CoA (Lc-CoA) reduzem a sensibilidade
dos Karp as moléculas de ATP, e conseqiientemente aumentam a
atividade intrinseca dos canais. A fosforilagdo do Ktp por proteinas
cinases também ja foi relatada, assim como a modulagdo exercida
pela rede de actina diretamente sobre o canal (TERAMOTO, 2006;
PROKS ¢ ASHCROFT, 2009).



L5 Vias de sinalizacdo intracelular

A ligagdo da 1,25D3; ao VDR .y leva a ativagdo de varias
proteinas citosolicas que sdo encarregadas de amplificar o sinal no
meio intracelular. Dentro deste contexto, as proteinas cinases
desempenham um papel central controlando o estado de fosforilagdo
de diversas proteinas e modulando a atividade das mesmas
(MIZWICKI, NORMAN, 2009).

As vias de sinalizaggo relatadas para a 1,25D; sdo muitas e
variam de acordo com o tipo celular e da resposta a ser gerada (LIN,
WHITE, 2003). Estas rotas ndo atuam de maneira isolada, mas sao
capazes de exercer influéncia uma sobre as outras modulando a
atividade das proteinas envolvidas no processo. Este sistema
complexo de interagdo ¢ denominado cross-talk (KRAUSS, 2008).

Dentre as principais proteinas cinases que participam do
processo de via de sinalizagdo da 1,25D; estdo a PKA, PKC e PI3K
(NEMERE et al.,, 1994; TUPDOR et al., 2008; MIZWICKI,
NORMAN, 2009). Estas proteinas estdo envolvidas na regulacdo de
entrada de ions, aminoacidos, no processo de sobrevivéncia celular,
dentre outros eventos desencadeados pelo hormonio (STERLING,
NEMERE, 2005; MENEGAZ et al., 2009; XIAO et al., 2009).
Ainda, a 1,25D; pode ativar proteinas cinases ativadas por
mitéogenos (MAPK), que sdo responsaveis por acoplar sinais
citosolicos produzidos pela 1,25D; com eventos gendmicos. Dentre
as MAPKs, as duas vias mais estudadas nos processos
desencadeados pelo horménio em diversos tipos celulares sdo: a via
da ERK 1/2, envolvida em processos de sobrevivéncia e proliferacdo
celular, e a via da p38MAPK, relacionada a processos de
diferenciagao celular e progressao do ciclo celular (VANDEWALLE
et al., 1995; SONG et al., 1998; BOLAND et al., 2005). Desta
forma, apoiado em relatos da literatura, foram estudadas a
participagdo das proteinas cinases PKC, PKA, PI3K, ERK1/2 e
p38MAPK no processo de captagdo de Ca'” estimulado pela 1,25D;.

1.5.1 Proteinas cinase C (PKC)

As PKCs sdo proteinas chaves no processo de sinalizagio
intracelular. Elas participam de processos que vao desde a regulagdo
da expressdo génica, proliferagdo, diferenciacdo celular, modulagéo



da atividade do citoesqueleto até a regulagdo da atividade de
receptores € canais ionicos localizados na membrana plasmatica
(BREITKREUTZ et al., 2007). Até o momento foram identificados
10 diferentes PKCs que estdo subdivididas em trés grupos de acordo
com a sensibilidade aos cofatores DAG e Ca**: as PKCs classicas
(0,BLB I1,y) sdo ativadas por Ca™> e DAG ja as novas PKCs (8,&,1,0)
ndo sdo responsivas ao cation mas ativadas pelo DAG; e as atipicas
sdo irresponsiveis a ambos os fatores (BREITKREUTZ et al., 2007;
KRAUSS, 2008).

A PKC ¢ a proteina cinase mais relacionada com as vias de
sinalizagdo desencadeada pela 1,25D;. Estudos que avaliaram ag¢des
ndo gendmicas do hormonio relataram que esta proteina estd
envolvida na reorganizagdo do citoesqueleto em células de Sertoli
(ZAMONER et al., 2008), na regulagio da entrada dos fons Ca™,
PO, e no processo de secrecdo celular em intestino de pintos
(BISSONNETE et al., 1994;STERLING, NEMERE, 2005). Ainda
nestas células, Bissonete e colaboradores (1995) demonstraram que a
1,25D; ¢ capaz de ativar a translocagdo da PKC do citosol para a
membrana plasmética. Esta capacidade do hormoénio de alterar a
distribui¢do subcelular da proteina também foi relatada em
queratindcitos (GNIADECKI et al., 1997).

Do mesmo modo foi verificada a ativagdo da PKC pela
1,25D; em condrocitos (SYLVIA et al., 1996; SYLVIA et al., 1998;
SCHWARTZ et al., 2002a; SCHWARTZ et al., 2002b), células
musculares(De BOLAND et al., 1996; VAZQUEZ et al., 1996) ¢
hepéaticas (BENO et al., 1995). A participagdo da PKC em eventos
mediados pela 1,25D; em testiculos e células de Sertoli deixa
evidente a importancia desta proteina na via de transdu¢@o de sinal
da 1,25D;. (MENEGAZ, 2009).

1.5.2 Proteinas cinase A (PKA)

A PKA ¢ uma proteina cinase ativada por AMPc que esta
envolvida em varios processos celulares como regulagdo do
metabolismo intermediario, da expressdo génica e de canais idnicos
(KRAUSS, 2008). Esta cinase consiste em duas subunidades
regulatorias (R) e duas cataliticas (C), que formam um heterodimero
inativo. Quando as subunidades R ligam-se a duas moléculas de
AMPc ha uma mudanga conformacional na estrutura que ocasiona a



liberagdo das duas subunidades C ativas (GRAY et al., 1997). A
atividade da PKA ¢ modulada por mudangas na concentragdo de
AMPc, fosforilagdo dos residuos serina/treonina presentes na
subunidade catalitica, ligagdo de proteinas inibidoras e pelas
proteinas ancoradoras da PKA (AKAPs). Estas ultimas vao
determinar a localizagdo celular da proteina nas proximidades dos
substratos. Sabe-se que em muitos casos a interagdo da PKA com os
CCDV mediada pelas AKAPs potencializa a atividade destes canais
(JONHSON et al., 1997; GRAY et al., 1997).

A ativagdo da PKA pela 1,25D; esta envolvida no aumento
da entrada de Ca™ em células intestinais e musculares, sendo que em
ambos 0s casos a proteina cinase modula a abertura dos CCDV
(VAZQUEZ et al., 1995; KHANAL et al., 2008). Ainda, foi relatado
o envolvimento da PKA nos eventos fisiologicos da 1,25D; em
testiculo, estando envolvidas na reorganizagdo do citoesqueleto e no
aumento da captacio de aminoacidos neutros (ZAMONER et al.,
2008; MENEGAZ et al., 2009).

1.5.3 Fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K)

As PI3Ks constituem uma familia de proteinas que tém a
capacidade de fosforilar a posi¢do 3 do anel inositol nos substratos
inositideos, dando origem as moléculas de fosfatidil-inositol-3,4,5-
trifosfato  (InsP;) , fosfatidil-inositol-3,4-bifosfato (InsP,) ¢
fosfatidil-inositol-3-fosfato (Ins3P) que atuam como segundos
mensageiros dentro da célula (HAWKINS et al., 2006). Com base na
homologia estrutural e funcional, estas proteinas foram organizadas
em 3 classes. A classe I das PI3K ¢ ativada por proteinas tirosinas-
cinases ou por receptores acoplados a proteina G e vao dar origem ao
InsP; que atua como segundo mensageiro e ativa varias vias de
transdugdo de sinal envolvidas no processo de crescimento,
diferenciacdo ¢ metabolismo celular. A classe II e III das PI3K tém
como produto os segundos mensageiros InsP, e Ins3P que
desempenham papel central no trafico de vesiculas e secrecio celular
(ANDREWS et al., 2007; KRAUSS, 2008).

A PI3K também esta envolvida na nas vias de transdugao de
sinais da 1,25D;. Varios estudos tém demonstrado que a ativagdo
desta proteina pelo horménio esta relacionada a mecanismos de
sobrevivéncia celular através da rota PI3K/Akt em poddcitos,



osteoblastos e células HL60 de linhagens leucémicas (ZHANG et al.,
2006; ZHANG, ZANELLO, 2008; XIAO et al., 2009). Também foi
evidenciada a participagdo da PI3K nos seguintes eventos induzidos
pela 1,25D;: diferenciagdo celular das linhagens de células
leucémicas HL60 e THP1 (LEE et al., 2004; TSE et al., 2007),
migracdo de células endoteliais (REBSAMEN et al.,, 2002) e
transporte paracelular de Ca*® no duodeno (TUPDOR et al., 2008).

1.54 Proteinas cinases ativadas por mitogenos
(MAPK)

As MAPK sido proteinas cinases responsaveis por integrar
sinais oriundos do meio extracelular com respostas citosolicas e
gendmicas através da fosforilagdo de outras proteinas cinases bem
como de fatores de transcricdo nuclear (SONG et al., 1998). A
cascata de sinalizagdo das MAPK consiste em trés proteinas cinases
(MAP cinase cinase cinase - MAPKKK, MAP cinase cinase -
MAPKK, MAP cinase - MAPK) que sdo ativadas sequencialmente
através de fosforilagdo em residuos de tirosina (SCHWARTZ et al.,
2002a). Atualmente sdo reconhecidas cinco rotas da MAPK: as
cinases reguladas por sinais extracelulares (ERK 1/2), as cinases c-
Jun N-terminal (JNK1,2 e 3), p38 MAPK, ERK 3/4 ¢ a ERK 5
(KRAUSS, 2008).

Cada uma das vias de sinalizagdo da MAPK tem
caracteristicas proprias de ativacdo. No entanto, em determinadas
células, um mesmo estimulo pode ativar mais de uma via que podem
atuar de modo sinérgico ou antagonizar os efeitos uma da outra
(Figura 3) (BOLAND et al., 2005). Nas células de Sertoli, o
entendimento da participag@o das vias da MAPK na agdo da 1,25D;,
torna-se relevante, uma vez que distirbios nestas rotas estdo
relacionados a espermatogénese deficiente e a infertilidade
masculina (LIA et al., 2009).
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Figura 4. Rotas de ativacdo das MAPK relacionando os
estimulos de cada rota e as respostas bioldgicas esperadas.
Adaptado de DENT et al., 2003.

1.54.1 ERK 172

A via de sinalizagdo da ERK1/2 esta relacionada a processos
de sobrevivéncia, crescimento e diferenciagdo celular. Esta familia é
composta de duas proteinas, a p42 (ERK2) e a p44 (ERK1) que sdo
ativadas pela MAPK através da fosforilagdo em residuos de tirosina
(SCHWARTZ et al.,, 2002b). Este processo ocorre através da
ativagdo de receptores acoplados a proteina G, por estimulo das
proteinas Src-cinases ou pela sinalizagdo direta da Raf-1 via PKC
(SONG et al., 1998).

Trabalhos recentes indicam que a rota da ERK 1/2 participa
de muitos eventos celulares mediados pela 1,25D;. Em células da
musculatura esquelética foi demonstrado que a fosforilagdo de
ERK1/2 induzida pelo hormonio e a conseqiiente translocagdo para o
nucleo esta relacionada com a sintese de proteinas envolvidas no
processo de diferenciacdo e proliferagdo celular, e que este processo
¢ dependente da PKC e Ca™ (BUITRAGO et al., 2001; MORELI et
al., 2001; BUITRAGO et al., 2003). Em queratinocitos, a
fosforilagdo da ERK1/2 pelo horménio esté relacionada a processos
de diferenciacdo e proliferagdo celular (GNIADECKI, 1998;
JOHANSEN et al., 2003). Em osteoblasto, a diferenciagdo celular



mediada pela 1,25D; requer a fosforilagdo da ERK1/2 via PKC
(CHAE et al., 2002).

1542  p38 MAPK

A ativag@o da via da p38 estd envolvida em processos de
crescimento, diferenciagdo, progressdo do ciclo celular e ativagéo
das vias de morte celular (SCHWARTZ et al., 2002a). Esta familia
contém 4 proteinas, a p38a, p38f, p38y e p389, que sdo produtos do
splicing alternativo de um tnico gene (KRAUSS, 2008). A ativagdo
das isoformas da p38 ocorre sob varios estimulos externos como
radiagdo UV, estresse osmotico, citocinas e fatores de crescimento
(BUITRAGO et al., 2006). Esta ativa¢ao desencadeia mudangas no
contexto celular, modificando a expressdo de proteinas citosolicas,
de receptores membranares e organiza¢do do citoesqueleto, o que
pode afetar o ciclo celular ou ocasionar a apoptose (TREISMAN,
2006; BOLAND et al., 2005).

A ativagdo da p38 MAPK pela 1,25D; gera respostas
biologicas distintas dependendo do tipo celular. Em osteoclasto, a
ativagdo desta via estd relacionada ao processo de diferenciacdo
celular (LI et al, 2002), enquanto em células leucémicas esta
relacionada a inducdo da apoptose (PEPPER et al., 2003). Em
linhagens de células musculares, a 1,25D; ocasiona a fosforilagado
rapida da p38 MAPK e ERK1/2, sendo este evento dose e tempo
dependente, evidenciando a capacidade do hormoénio de ativar
distintas vias da MAPK em uma mesma célula (BUITRAGO et al.,
2006; RONDA et al., 2007).

Em resumo, muitas das respostas fisioldgicas a estimulagdo
hormonal dependem de uma integracdo continua entre diferentes
vias de sinalizagio. A sinalizagdo celular modulada por Ca®
compreende uma série de eventos moleculares conectando os
estimulos externos com respostas intracelulares através do aumento
nos niveis citosélicos deste ion como transdutor de sinal (BENITAH
et al., 2009). O influxo de Ca™ pode estar envolvido em diversas
fungdes celulares e pode ser regulado por varios mecanismos,
incluindo atividade de proteinas cinases, excitabilidade de
membranas, hormonios, fatores de crescimento, sendo que este



evento desempenha um papel central na transdugdo de sinal de
diversos tipos celulares, incluindo o sistema reprodutor
(GORCZYNSKA-FJALLING, 2004; CLAPHAM, 2007).

Considerando-se a importancia da 1,25D; para a fungdo
reprodutiva e a diversidade de vias de sinalizagdo moduladas pelo
horménio, compreender como este hormoénio modula os niveis
intracelulares do Ca' e as rotas de transduciio de sinais envolvidas
neste efeito pode ajudar na compreensdo da funcdo fisiologica da
1,25D5 em células testiculares.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o envolvimento de canais idnicos presentes na
I ; : . 45, +2
membrana plasmatica e de proteinas cinases no influxo de “Ca
estimulado pela 1,25Dj;, em testiculos de ratos imaturos e em células
de Sertoli. Também, investigar as possiveis interacoes das vias
intracelulares que possam integrar as rapidas respostas com atividade
nuclear.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a agdo do horménio 1,25 D; no influxo de
#Ca™ em testiculos e em cultura primaria de células de Sertoli de
ratos imaturos;

e Caracterizar o envolvimento de canais de Ca™* dependentes
de voltagem (tipo L e T), canais de K™ dependentes de Ca'?, canais
de K' dependentes de ATP, canais de Cl” dependentes de Ca™ e
canais de Cl" dependentes de voltagem no efeito da 1,25 D; no
influxo de Ca™ em testiculos e células de Sertoli de ratos imaturos;

e Estudar a participacdo de proteinas cinases PKA, PKC,
PI3K, MEK (ERK1/2) e p38MAPK, que possam estar envolvidas na
integracdo da transdug@o de sinais entre a membrana plasmatica
(influxo de Ca™) e o nucleo, em células de Sertoli de ratos
imaturos;

e Comparar o envolvimento dos microtabulos e dos canais
de CIC3 no efeito estimulatorio da 1,25D3 no influxo de **Ca™.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 10 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os filhotes foram mantidos com as progenitoras
até o momento dos experimentos. Os animais foram mantidos a um
ciclo claro/escuro (12h/12h) em salas climatizadas com temperatura
controlada, ragdo padronizada e 4gua a vontade. Todos os animais
foram mantidos segundo as recomendagdes do Conselho de
Medicina Veterinaria e do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal. Protocolo CEUA/PP00023.

3.2 Reagentes

la,25 dihidroxi-vitamina D;s, DNase, tripsina,
colagenase/dispase, Ham’s F-12, meio de cultura DMEM, NaHCO;,
penicilina, estreptomicina, canamicina, fungizona e soro sintético de
reposicdo foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. Para a
contagem da radioatividade das amostras foi utilizado o liquido de
cintilagdo Optiphase Hisafe III adquirido pela BioAgency, Séo
Paulo, Brasil. O ¥*Ca™ foi adquirido da Du Pont-NEM Research
Products pela PerkinElmer, Sdo Paulo, Brasil. Os reagentes
utilizados na preparacdo do tampdo Krebs Ringer-bicarbonato
(KRb), das solugdes de cloreto de lantanio e do tampao PBS eram
todos de pureza “pro-analise” (P.A).

A lista dos bloqueadores e inibidores utilizados para o estudo dos
canais i6nicos e de proteinas cinases pode ser visualizada nas tabelas
2,3,4¢5.



Tabela 7 Compostos utilizados para o estudo do
envolvimento dos CCDV no influxo de Ca™ estimulado por
1,25D; (http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html).

Acdo Estrutura quimica
Composto farmacologica !
o8
oN CH s
. Bloqueador dos @»(l)—CH;CHQCHQ-VQ—E}H;CHT@»OCHg
Verapamil CCDV-L L, . H )
Ch{ e,
e de Bloqueador dos i N,
Nifedipina CCDV-L CH,0-C o g—ocH3
CHy™ TN TCH;
— T
‘ =
. . Bloqueador dos Mg
Flunarizina CCDV-T [




Tabela 8 Compostos utilizados para o estudo dos canais
de CI' no influxo de Ca" estimulado por 125D,
(http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html).

Composto A(;aor . Estrutura quimica
farmacolodgica
0x, -OH
Acido carboxilico 9- Bloqueador de

antraceno (9-AC) ci?:rlestge g'.‘:'e

DIDS - Disodio 4,4'- fell‘;gizaggz e e
diisotiocianatostilbeno- s d }‘ S
2,2'-disulfonato canais €c 9=C=NQ o=t=0
cloreto CIC3 OMa

Tabela 9 Compostos utilizados no estudo do
envolvimento dos canais de K* no influxo de Ca*? estimulado por
1,25D; (http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html).

Composto Acio farmacolégica Estrutura quimica
- 0 0
Bloqueador dos canais R A
Tolbutamida  de K" dependentes de ﬁ ‘T 8 H N7 CH,
ATP e

Bloqueador especifico
Apamina para canais de K* 'Y Tie
dependente de Ca*?




Tabela 10 Inibidores utilizados para o estudo da
participaciio das proteinas cinases envolvidas no influxo de Ca*
estimulado por 1,25D;
(http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html).

Composto Ag:aor . Estrutura quimica
farmacolodgica
Inibidor de
Ro31-3220 PKC
Inibidor de
KT 5720 PKA
H-89 Inibidor da

PKA




CH40 f&
Inibidor da N S /
sB239063  PISMAPK N N
isoformas o e
L »
B ~N
F
LY 294.002 Inibidor da O o Nj’
’ PI3K O |
HCI
0]
Inibidor d i
nipidor aa
PD 98,059  MEKI/2; rota CU N o
ERK 1/2 )
3.3 Cultura primdria de células de Sertoli

A cultura primaria de células de Sertoli foi realizada de
acordo com o fluxograma 1. Foram utilizados ratos Wistar machos
com 10 dias de idade para a obtencdo das células.



| Retirada dos testiculos e |
remogso oa tinica albuginga & dispersio das gdnadas

| Decantagdo por 5 minutos em meio DMEN/Ham s F-12 (duas vezes) ‘

Primeira digestéo:
500 pL de Dnase (1.4mg/ml)+1 mLde tripsina (2.5 mg/ml) em 50 mLde meio DMEM/Ham's
F-12, em banho metabolicoa 37 *C por 3 minutos; Decantacdo por 5 minutos descarte do
sobrenadante

Segunda digestdo:
500 L de Dnase (1.4mg/ml) + 10 mLde colagenase/dispase + hialuronidase (1.25 mg/dl- 2.5
mg/mlj+ 40 mL de meio DMEM/Ham s F-12, em banho metabdlicoa 37 °C por 10 minutes;
Decantagdopor 5 minutos & descarte 6o sobrenadants

|
Terceira digestao:
500 pL de Dnase (1.4mg/ml) + 10 mLde colagenase/dispase + hialuronidase (1.25 mg/dl- 2.5
mg/ml) + 40 mL de meio DMEM/Ham s F-12, em banho metabélicoa 37 °C por 10 minutos;
Decantagdo por 5 minutos & descarte do sobrenadants

Quarta digestdo:
500 pL de Dnase (1.4mg/ml] + 10 mLde colagenase/dispase + hialuronidase (1.25 mg/al- 2.5
mg/ml) + 40 mL de meio DMEM/Ham s F-12, em banho metabélicoa 37 °C por 20 minutos.

Decantagdo por 5 minutos & descarte do sobrenadants
T

Filtragdo do precipitado de células em filtro Falcon 70 pm
Contagem do numerg de celulas em camara de Neubauer,

Semeadura de 100.000 células/ cm? em placas de 24 pogos com 500 ulL de meio
DIMEN/Ham's F-12+ 2% soro de reposiclo sintético

72 horas apos semeadura: 250 ul Tris 20mM, pH 7.2 (2,5 minutos); Lavagem com PBS;

‘ Tratamento hipotonico (retirada das células germinativas) ‘
Reposiciio com meio DMENM/Ham s F-12 = 2% soro de reposicBo sintético

24 horas apds tratamento hipoténico: Lavagem com PBS; Reposicio com meio DMEM/Ham's
F-12 52m soro

‘ Utilizagdo das células apds 24 haras ‘

Fluxograma 1. Fluxograma representativo do processo
de isolamento e cultivo das células de Sertoli (DORRINGTON et
al., 1975; GALDIERI et al., 1981; LEVALLET et al.,, 2007).



3.4 Influxo de *Ca” em células de Sertoli e
testiculo

Para estudar o influxo de **Ca'? nas células de Sertoli ¢ em
testiculos foi utilizada a metodologia de BATRA e SJIOGREN
(1983), com modificagdes. Os testiculos utilizados foram extraidos
de ratos Wistar de 10 dias e decapsulados. Para os estudos realizados
em testiculos inteiros, uma gonada (alternadamente direita e
esquerda) foi utilizada no grupo tratado e a contralateral no grupo
controle. No estudo em cultura primaria de células de Sertoli, a
proteina na amostra foi medida através do método de Bradford
(1976). A sequéncia experimental esta resumida no fluxograma 2.



GRUPQ CONTROLE

Pré-incub 215 minutos em KRb

Pré-incuba

1 pCifmL**Ca*?

5ol

CELULAS DE SERTOLI

Adicionad

ge NaOH 0,5 mM

s em KRb fresco+

segundos

GRUPO TRATADO

Pré-incubagdio 15 minutos em KRb

de lavagem contendo LaCl; 10 mM a -2 °C (10 min na geladeira)

TESTiCULOS

Transferéncia das gdnadas para 1 mlde
Bguz cestila

da

posterior fervura a

Fluxograma 2

Representacio  esquematica  dos

procedimentos para o estudo do influxo de “*Ca** em células de
Sertoli e em testiculos inteiros de ratos imaturos (BATRA e
SJOGREN, 1983).



4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados experimentais foram expressos como a média
+ E.P.M. As comparagdes entre os grupos foram realizadas através
da analise da variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo pos-teste
de Bonferroni. Utilizou-se o programa GraphPAD INSTAT, verséo
3.0. As diferengas encontradas foram consideradas estatisticamente

significativas para um “p” igual ou menor do que 0,05
(SNEDECOR; COCKRAN, 1956).

5 RESULTADOS

Os resultados foram organizados na forma de artigo
cientifico submetido a revista Cell Calcium.
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Abstract

It was characterized that the rapid response to 1,25D; on
Ca?" influx in rat Sertoli cells was mediated by VDCCs, PKC,
ERK1/2 and p38 MAPK pathways. In primary culture of 10 day-old
rats Sertoli cells as well as in the whole testis, the time-course of
$Ca® influx did not change significantly in basal conditions.
However, 1,25D; showed a stimulatory effect on $Ca?" influx from
10"% to 10® M after 60 s of incubation. The maximum effect was
around 140% at 102 M on purified Sertoli cells from showing a
steady stated on **Ca?" influx between 107! and 10 M. Under this
experimental condition, 1,25D; stimulated 43Ca®" influx from 73% to
106% and no effect was observed at 10'16, 10°® and 107 M in whole
testis. Voltage-dependent calcium channels activities are mandatory
for a full and complete stimulatory effect of 1,25D; in these
approaches. Potassium and chloride channels also are strongly
involved in this rapid response coordinated by 1,25D;. The
participation of some selected kinases, points to PKC and ERK1/2
upstream activity to p38 MAPK activation suggesting an
intracellular cross-talk between rapid **Ca*" influx and nuclear
events. In addition, the comparative effect of microtubules
disassembles and CIC3 channels blocker on *Ca®" influx provides
evidence of secretory activity of Sertoli cells triggered by 1,25D;.



1. Introduction

The steroid hormone 1,25(OH)2-vitamin D; (1,25D3)
activates multiple signaling pathways in its target cells [1,2]. The
vitamin D receptor (VDR), a member of the superfamily of nuclear
receptors exerts 1,25D;-dependent responses in the nucleus as a
ligand-activated transcription factor [3]. In addition to these
relatively slow (hours to days) genomic effects, 1,25D; generates
rapid responses (minutes to hours) including Ca®" uptake. The first
clear demonstration of 1,25D;-induced nongenomic response
emanated from the ex vivo study in perfused chick intestine,
transcaltachia (the rapid hormonal stimulation of intestinal calcium
absorption). In that study, it was observed that the transfer of **Ca**
present in chick intestine to the circulatory system was stimulated
within 4 to 5 min after addition of physiological concentrations of
1,25D; in the celiac artery [4]. Numerous rapid responses mediated
by 1,25D; have been reported, including modulation of voltage-gated
calcium and chloride channels [1], exocytosis of bone material [5],
and modulatory effect on PKA, PKC, PI3-K, ERK and MAPK [2,6].

There is accumulating evidence that vitamin D and VDR are
important in reproductive tract. Successful fertility rates are
significantly decreased in vitamin D deficient male rats [7,8]. 1,25D;
effects on cellular calcium homeostasis have been reported in a
variety of cell types as chicken intestinal mucosa [9], and
osteoblastic cells [5]. It has been described that receptors to 1,25D;
are present in the cytoplasm and nucleus of male and female of
reproductive tissues [10]. In addition, the wide expression of 1,25D;
receptor as well as the biological functions was demonstrated by
autoradiographic receptor studies on mouse testis [11]. The presence
of 1,25D; receptors in the nucleus of a mouse Sertoli cell line and
the stimulatory effect of 1,25D; on *Ca?" influx, DNA synthesis and
protein content have been shown [12].

In previous studies in whole immature rat testis, we
demonstrated the stimulatory effect of 1,25D; through a specific and
selective plasma membrane amino acid transport system [13]. These
results pointed to both genomic effects, which can be triggered by
PKA, and to rapid responses involving Ca®>"/K' channels on the
plasma membrane. Furthermore, since it was demonstrated that
extracellular calcium as well as voltage-dependent Ca*" channels are
necessary to mediate plasma membrane effect of 1,25Dj; in the testis
[13], the present study was conducted to analyze the rapid response



and underlying the mechanism of action of 1,25D; on **Ca*" influx
in purified Sertoli cells and whole testis from 10 day-old rats.

2.Methods
2.1. Chemicals

10,25(0OH), Vitamin D3 (1,25D3), verapamil, flunarizine,
nifedipine, 9-anthracene carboxylic acid (9-AC), 4, 4’-
Diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonic acid (DIDS), tolbutamide,
apamine, KT-5720, H-89, RO 31-8220, LY 294002, SB 239063,
PD 98059, and colchicine were purchased from Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO, USA). Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM), Ham’s F12 medium, penicillin, streptomycin,
kanamycin and amphotericin B were from PAN Biotech
(Aidenbach, Germany). Collagenase-dispase and bovine serum
albumin (BSA) were from Roche Diagnostics (Mannheim,
Germany). Serum Remplacement 3, bovine pancreas
deoxyribonuclease (DNase type I), hyaluronidase (type I-S),
trypsine, soybean trypsin inhibitor, sodium pyruvate, D-glucose,
Hepes, sodium bicarbonate were purchased from Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO, USA). [*Ca]CaCl, (sp. act. 321
KBq/mg Ca®") and Optiphase Hisafe III biodegradable liquid
scintillation were purchased from PerkinElmer (Boston, USA). All
other chemicals were of analytical grade.

2.2. Animals

Wistar rats were bred in animal house and maintained in an
air-conditioned room (about 21 °C) with controlled lighting (12 h/12
h light/dark cycle). The suckling rats were kept with their mothers
until euthanasia. Pelleted food (Nuvital, Nuvilab CR1, Curitiba, PR,
Brazil) and tap water were available ad libitum. All animals were
carefully monitored and maintained in accordance with ethical
recommendations of the Brazilian Veterinary Medicine Council and
the Brazilian College of Animal Experimentation (Protocol
CEUA/PP00023).

2.3. Primary culture of Sertoli cells and calcium influx



Sertoli cells were obtained from 10 day-old Wistar rats. Rats
were killed by decapitation, testes were removed and decapsulated.
Sertoli cells were obtained by sequential enzymatic digestion as
previously described by Dorrington et al. [14]. Sertoli cells were
seeded at the concentration of 100 000 cells/cm? in 24 wells Falcon
culture plates (Deutscher, Brummath, France) and cultured for 72 h
in Ham’s F12/DMEM (1:1) (PAN, 120 Deutscher, Brumath, France)
medium supplemented with serum replacement 3 from Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO, USA). 2.2 g/ sodium
bicarbonate and antibiotics (50,000 IU/L penicillin, 50 mg/L
streptomycin, 50 mg/L kanamycin), fungicide (0.25 mg/L
amphotericin B), (PAN, Brumath, France) in a humidified
atmosphere of 5% C0,:95% air at 34°C. Three days after plating,
residual germ cells were removed by a brief hypotonic treatment
using 20 mM Tris-HCI (pH 7.2) [15]. Cells were washed with PBS
(PAN, Dutscher, Brumath, France) and fresh medium Ham’s
F12/DMEM (1:1) was added. On day 5 after plating, cells were pre-
incubated in Krebs Ringer-bicarbonate (KRb) buffer (122 mM NaCl;
3 mM KCI; 1.2 mM MgSO,; 1.3 mM CaCly; 0.4 mM KH,PO,; 25
mM NaHCOs3) for 15 min in a Dubnoff metabolic incubator at 34°C,
(pH 7.4) and gassed with O,:CO, (95:5; v/v). After that, the medium
was changed by fresh KRb containing 0.1 pCi/mL “Ca** during 60
min in order to establish intracellular and extracellular *“Ca**
concentration. For ¥*Ca?" influx measurements, cells were incubated
for a further 30, 60, 150, 300 or 600 s in the absence (control) or
presence of 1,25D; (10 to 107 M) [13]. In some experiments
channel blockers or kinase inhibitors were added during the last 25
min before the hormone addition and maintained during all the
incubation period (see figures). The following drugs were used:
Flunarizine (1 pM), nifedipine (100 pM), verapamil (100 pM), 9-
AC (1 uM), DIDS (200 uM), tolbutamide (100 uM), Apamine (0.1
uM), H-89 (10 uM), KT-5720 (1 uM), RO 31-8220 (20 uM), LY
294002 (25 uM), SB 239063 (10 uM), PD 98059 (10 pM), and
colchicine (10 uM) [16,13].

Extracellular *Ca*" from primary Sertoli cells culture was
washed off in 127.5 mM NaCl, 4.6 mM KCI, 1.2 mM MgSO,, 10
mM HEPES, 11 mM Glucose, 10 mM LaCls, pH 7.4 after 10 min in
this washing solution. The presence of La®>" in washing solution, was
found to be essential to prevent release of the intracellular “*Ca**
[18]. After La’* washing, 0.5 mM NaOH were added. Medium



aliquots were placed in scintillation fluid and in a LKB rack beta
liquid scintillation spectrometer (model LS 6500; Multi-Porpose
Scintillation Counter-Beckman Coulter, Boston, USA) [16].

2.4 Testis and calcium influx

One gonad (alternately left and right) from 10 day-old rats
was used as experimental and the contralateral one as the control. The
testes were weighed, decapsulated and pre-incubated in KRb buffer as
described for Sertoli cells. After that, the testes were transferred to
another series of wells with fresh KRb containing 0.1 pCi/mL **Ca*"
during 60 min. Finally, 1,25D; was included in this KRb containing
43Ca?" and the tissues were incubated with different doses of 1,25D;
(107" to 10”7 M) for 60 s. In some experiments ionic channel blockers
were added during the last 25 min before the hormone addition and
maintained during all the incubation period as described above for
primary culture of Sertoli cells and calcium measurement [17,16].

As discibed for Sertoli cells, extracellular *Ca’" was
thoroughly washed off in La** washing solution. After tissue washing,
they were removed to screw cap tubes containing 1 mL of distilled
water. They were frozen at —20 °C and afterwards boiled for 10 min;
100 pL aliquots of tissue medium were placed in scintillation fluid
and in a LKB rack beta liquid scintillation spectrometer (model LS
6500; Multi-Porpose Scintillation Counter-Beckman Coulter, Boston,
USA) [16].

2.5 Statistical analysis

The results are means = S.E.M. expressed as pmol **Ca?"/ug
of protein, pmol **Ca*'/mg of tissue or % of control. The total
protein was measured according to the method of Bradford [19].
When multiple comparisons were performed, evaluation was done
using one-way ANOVA followed by Bonferroni multiple
comparison test. Differences were considered to be significant when
p <0.05.

3. Results

3.1. Basal time-course and dose-response curve of 1,25D; on
Bogtt
a” " influx



The basal “*Ca®" influx is denoted by the entrance of calcium
to the cytoplasma without external stimuli. After the calcium
equilibrium in the Sertoli cells and in the testis for 60 min of
incubation calcium measurement was additionally monitored for 30,
60, 150, 300 and 600 s without stimuli. Fig. 1A and 1B, show that no
significant changes on **Ca*" influx was observed neither in Sertoli
cells nor in the testis during this time-course studied. In order to
verify just membrane effects of 1,25D;, next experiments were
performed using time incubation of 60 seconds.

We have recently described that 1,25D; was able to increase
significantly amino acid accumulation at doses ranging from 102 to
10 M in immature rat testis [13]. Taking these results into account,
we used this wide concentration range of 1,25D; and short period of
incubation to study the direct effect of 1,25D; on **Ca*" influx. As
illustrated in Fig. 1C, the addition of 1,25D; stimulates 4Ca’" influx
from 1072 to 10 M after 60 s of incubation. It was observed that the
maximum stimulatory effect of 1,25D; was around 140% at 1012 M
after 60 s of incubation, compared with control group. An initial peak
rise followed by a sustained rise from 10"% to 10° M was evident.
Significant difference on “*Ca®" influx between 10" and 10® M was
observed, but no difference was denoted between 1072 and 107 M.

The effect of 1,25D; (from 107 to 107 M) on *Ca®" influx
was studied in whole testis after 60 s of incubation. The stimulatory
effect was observed from 107" to 10® M with a peak rise of calcium
at 10" ' M with a sustained effect until 10° M of 1,25D;. No
stimulatory effect was observed at 10~ '6, 10 and 107 M. Although
the stimulatory effect profile of 1,25D; on *Ca*" influx was similar,
in terms of percentage, the average of 1,25D; stimulatory effect on
#Ca®" influx on 10" M was around 110% in Sertoli cells and 90% in
whole testis (Fig. 1C and D). As described before, 10'° M is
considered physiological dose of 1,25D; [62], also, we reported that
this dose was able to enhance aminoaccid accumulation in whole
testis [13]. Take this into account, 107! M was used to perform next
experiments.

3.2. Involvement of voltage-dependent Ca"" channels in the
stimulatory effect of 1,25D; on “Ca** influx

The calcium influx through the plasma membrane and the
release of calcium from intracellular stores are the necessary events
for a rise in intracellular calcium. Although we have reported the



involvement of extracellular calcium in the mechanism of action of
1,25D; in amino acid accumulation in immature rat testis, in the
present study, we also used **Ca*" influx as a tool to demonstrate the
direct effect of 1,25D; and rapid-response of Sertoli cells and testis
to this hormone.

Fig. 2A shows the involvement of two Ca®" channel subtypes
in the stimulatory action of 1,25D; on 4Ca*" influx in Sertoli cells.
We first demonstrated that the blockers themselves, at the
concentrations used, did not alter the basal calcium cellular
equilibrium. In Fig. 2A, it was observed that when Sertoli cells were
incubated for 25 min with 100 uM nifedipine or 1 pM flunarizine,
L- and T-voltage-dependent Ca?" channel (VDCCs) blockers
respectively, the effect of the hormone was partially prevented. To
better characterize the high-voltage Ca®* currents involvement in the
1,25D; stimulatory effect on Ca*" influx, we used another specific
L-voltage-dependent Ca®" channel, verapamil, that completely
blocked the 1,25D; effect. All together, these results highlighted that
VDCCs are the preferential gate to calcium entrance on plasma
membrane, triggered by 1,25 Ds.

Considering our previous data of membrane actions of
1,25D; in intact whole testis in amino acid accumulation [13], we
take advantage of this approach to compare the profile of “*Ca*"
influx stimulated by 1,25D; with that in isolated Sertoli cells. As
showed in Fig. 2B, the efficacy of the L- and T-voltage-dependent
Ca®* channel blockers (without disturbing the basal calcium
balance), was similar to that observed in isolated purified Sertoli
cells strengthening therefore, the view that 1,25D; was able to
activate these channels in the testis.

3.3. Involvement of K' channels in the stimulatory effect of
1,25D; on ¥ Ca®" influx

It is well know that Ca®* currents can be influenced by other
ions as demonstrated by the presence of Ca’*-dependent K* channels
and Ca®*-dependent CI" channels [20,21], in Sertoli cells. Moreover,
potassium is one of the ionic components engaged to keep the basal
electrical characteristics of the cells. In the present study, we
demonstrated that a specific blocker of Ca**-dependent K* current,
0.1 uM of apamine, as well as 100 uM of tolbutamide, an ATP-
dependent K' channel blocker inhibited the stimulatory effect of
1,25D; on ¥*Ca?" influx both in Sertoli cells and testis (Fig. 3A and
B).



3.4. Involvement of CI" channels in the stimulatory effect of
1,25D; on *Ca®" influx

The independent movement of either K* efflux or CI” influx
in cells can produce a hyperpolarization that changes completely the
activity of the voltage-operated channels in the plasma membrane.
Taking this into account, we investigated the involvement of Ca®*-
activated chloride currents on the effect of 1,25D; on **Ca®" influx by
using 1 uM of 9-AC. As it can be observed in Fig. 4A and 4B, this
blocker inhibited the stimulatory action of the hormone, suggesting
that the activity of this type of channel might be part of the
regulatory mechanism of 1,25D; effects initiated on the plasma
membrane. Also, we analyzed the involvement of voltage-dependent
chloride channels in isolated Sertoli cells as well as in the whole
testis. The use of DIDS, a selective voltage-dependent chloride
channels blocker, was able to partially inhibit the stimulatory effect
of 1,25D5 on *Ca*" influx.

3.5, Involvement of PKC and PKA in the stimulatory effect of
1,25D; on Bea®t influx

We showed previously that nongenomic effect of 1,25D; on
amino acid accumulation points to subsequent steps that require
PKA activity in order to reach maximal hormonal stimulatory effect
on amino acid accumulation in immature rat testis [13]. To study the
hypothesis that PKC and/or PKA regulate the ionic channels or
through a cross-talk pathway induce a downstream signal to the
nucleus, we investigated the role of some target proteins in the
mechanism of action of 1,25D; on *Ca*" influx. As shown in Fig.
5A, treatment of Sertoli cells with RO 31-8220 (20 uM), a protein
kinase C inhibitor, did not have any effect on control group;
however, it significantly abolished the stimulatory effect of 1,25D;
on ¥Ca*" influx. We also found that incubation of Sertoli cells with
PKA inhibitors KT-5720 and H-89, selective and potent PKA
blockers, did not change neither basal **Ca*" influx nor stimulatory
effect of 1,25D; on *Ca?" influx (Fig. 5B). Taken together, these
results indicate that stimulatory effect of 1,25D; on **Ca*" influx is
modulated via phosphorylation cascades involving, at least, PKC
pathway in Sertoli cells.



3.6. Involvement of PI-3K, MEK/MAPK pathways in the
stimulatory effect of 1,25D; on *Ca®" influx

There are increasing evidences that 1,25D; stimulates
nongenomic effects associated with calcium-activated signaling
pathways and kinases. In that context, in Sertoli cells, we performed
the **Ca*" influx assay in the presence of LY 294002, a specific
inhibitor of PI-3K or PD 98059, a blocker of mitogen-activated
protein kinase (MAPK) cascade, or SB 239063 that inhibits its
established targets, p38a and p38fB [22]. Fig. 6A shows that the
presence of 25 uM LY 294002 partially prevented the effect of
1,25D5 on *Ca*" influx. Otherwise, although a per se effect of LY
294002 on *Ca*" influx, the 1,25D; stimulatory effect was
significantly suppressed when co-incubated with this blocker. Also,
10 uM PD 98059 significantly diminished the stimulatory effect of
1,25D; on *Ca*" influx (Fig. 6B). However, p38 MAPK inhibitor
(10 M) completely blocked **Ca" influx stimulated by 1,25D; (Fig.
6C), evidencing a kinase-dependent mechanism.

3.7. Involvement of microtubules integrity and CIC-3 CI
channel activity in the stimulatory effect of 1,25D; on Ca’" influx

It is well known that tubulin, present in all eukaryotes, is an
abundant, hydrophilic, heterodimeric protein that is the chief
component of microtubules, ciliary axonemes, basal bodies and
centrioles. It has been described that the integrity of network
cytoskeletal proteins is essential for the amino acid transport through
membrane in testis [23]. The contribution of microtubules integrity
to the stimulatory effect of 1,25D5 on *Ca" influx was verified by
using 10 uM colchicine, a network microtubule disruptor. Fig. 7
shows that the stimulatory effect of 1,25D; on $ca? influx
diminished significantly in the presence of colchicine. In addition, in
this figure, we compared the effect of DIDS, a specific blocker of
voltage-dependent CI” channels, and colchicine in the stimulatory
effect of 1,25D; on *Ca”" influx. Both agents were able to disturb
the stimulatory effect of 1,25D; on **Ca*" influx suggesting that, at
least in part, as much microtubules network as CIC-3 channel
activity (both involved on cellular secretion), participate on the
stimulatory effect of 1,25D; on Ca* influx in Sertoli cells.

4. Discussion



The presence of specific 1,25D; receptors was demonstrated
to be localized in the nucleus of Sertoli cells and seminiferous
tubules [24]. Furthermore, the evidence of Sertoli cells as primary
site for 1,25D; receptor binding in mouse testis was reported by
Schleicher et al. [11]. Also, it has been reported that 1,25D; binds to
cytosolic and nuclear fractions of whole rat testis and its various
cellular components [10].

In 10 day-old rats, the immediate effect of 1,25D3 on BCa?t
influx was evident and the stimulatory effect of the hormone was
around 110% in Sertoli cells and 90% on whole testis. In addition, the
effect of this hormone on **Ca*" influx was very rapid, occurring in
seconds, a time lag non-compatible with the classical scheme for a
nuclear receptor action. This result confirms a plasma membrane
effect of 1,25D5 and a rapid response from Sertoli cells. Our data, are
in good agreement with Akerstrom and Walters [12] who
demonstrated that 1,25D; induced a dose-dependent rapid uptake of
4Ca?" within 5 min in a mouse Sertoli cell line. Also, the rate of
Ca®" influx is in line with those reported for retinol stimulatory
effect on *Ca®" influx in isolated Sertoli cells [25], as well as to
testosterone in whole testis and/or Sertoli cells [26,27].

Tonized free calcium (Ca”") is an ubiquitous signaling ion
that serves as both a charge carrier and a chemical intermediate
linking many physiological stimuli to their intracellular effectors
[28]. In general, [Ca’] is tightly regulated by multiple Ca®"
channels, pumps, exchangers and buffers. Ca®  influx can be
regulated, at least, by three major mechanisms: voltage-dependent
Ca** channels (VDCC), second messenger-mediated channels and/or
receptor-mediated channels [29,30,31].

Considering previous evidences that nongenomic actions of
1,25D; deeply involve extracellular calcium in immature rat testis
[13], we then analyzed the mechanism of Ca™? influx, by
investigating L- and T-type voltage-operated Ca'> channels, which
were described to be present in the plasma membrane of rat Sertoli
cells and in the testis [32]. Indeed, our data demonstrate that Sertoli
cells and whole testis treated with L-type voltage-operated Ca™
channel antagonists, either flunarizine or nifedipine or verapamil,
lead to an effective blockage of L- and T-1,25Ds-induced Ca™
influx. Therefore, we conclude that the rapid response activation in
Sertoli cell and in the testis, elicited by 1,25D;, is predominantly by
VDCC channels. These data corroborates the importance of
extracellular calcium to 1,25D5 acts on plasma membrane [13].



K" channels are an ubiquitous family of membrane proteins
that play critical roles in a variety of physiological processes,
including electrolyte transport, cell volume regulation and also along
with the coordinated activity of other ion channels and membrane
transporters, are essential for fluid secretion. Besides, K channels
play an essential role to maintain an adequate electrical driving force
for Ca®* entry [33].

We demonstrated the participation of ATP-dependent K*
channels and Ca®-dependent K' currents in studies involving
plasma membrane events and nongenomic responses to thyroid
hormones [34,35,17], as well as to 1,25D5 in immature rat testis [13].
In the present work, the functional integrity of K' currents was
essential to the hormone effect, since the blockage of K* channels by
tolbutamide and apamine abolished the stimulatory action of 1,25D;
on Ca* influx. In agreement with this, several reports sustained the
role of K channels and Ca™* influx associated with the regulation of
cellular secretion [36,20]. Similar results were observed in Sertoli
cells from immature rat testis when incubated with testosterone [37].
An immediate depolarization evoked by testosterone was blocked by
diazoxide, a K'-ATP channel agonist, and totally inhibited the action
of testosterone. In that case, the closure of K'-~ATP channels caused
the depolarizing effect, consequently opening the voltage-dependent
Ca®" channels (L-type) and allowing the influx of Ca®" [37]. These
results indicates that **Ca®" influx is associated with other plasma
membrane ion channels and are mandatory to full stimulatory effect
of 1,25D; on *Ca®" influx in purified Sertoli cells and whole testis.
Also, the blockage of *Ca*" entry produced by apamine, a blocker
of K' channel involving in hyperpolarization process, sustain the
hipothesis of an immediate hyperpolarization produced by 1,25D;.

Modulation of voltage-dependent Ca®*" conductance by
changing Clconcentration was described in different tissues
including the testis [21]. Sertoli cells are key cells involved in the
development and maintenance of spermatogenesis as well as in the
secretion of a Cl” and K'-rich fluid into the lumen of seminiferous
tubules [38]. They express a variety of chloride channels, including
Ca**-dependent CI" channels [21], voltage-dependent CI" channels
[39], cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
CI' channels [40], and acid sensing CI" channel (ASCC) [41,38]. In
this context, 9-AC, an aromatic compound that has been widely used
as an anion probe to study Ca**-activated CI currents as well as
DIDS, a stilbene derivative which blocks CIC-3 outwardly rectifying
chloride channels [42,43], were used to study the influence of these



both types of ionic currents in the stimulatory effect of 1,25D; on
Ca*? influx. The total blockage of the hormone on Ca** influx by 9-
AC highly suggest the modulatory role of chloride currents on Ca*?
influx in purified Sertoli cells and in whole testis. However, although
the presence of CIC-2, CIC-3, CIC-6 and CIC-7 members of the
family of voltage gated CI” channels were previously described to be
expressed in primary culture rat Sertoli cells [39], they seemed not to
be the main chloride channels currents to modulate Ca'? influx in
Sertoli cells and testis from 10 day-old rat, in our experimental
conditions.

We investigated the signaling events underlying the effect of
1,25D; on Ca'? influx keeping in mind the role of PKC and PKA
commonly described either by phosphorylation of ionic channels or as
a target cross-talk proteins to mediate extracellular signals to the
nucleus [44,6,13,45]. It has been reported that 1,25D; activation of
PKC may cause PKA activation via a cross-talk mechanism with the
cAMP pathway to mediate 1,25D;-dependent Ca™* uptake in the
skeletal muscle [46]. Here, we demonstrated that in the presence of a
PKC blocker, 1,25D5 stimulatory effect on Ca*? influx was abolished,
while two inhibitors of PKA activity did not produced any alteration
on the hormone stimulatory action, which rules out the participation
of PKA in the action of 1,25D; on Ca™ influx in immature Sertoli
cell. This indicates the involvement of PKC in 1,25D; nongenomic
modulation of calcium currents, and agrees with results obtained in
other tissues [47,48]. Also, consistent with these findings, the results
of our previous report [13], evidenced differential mechanism of
action to 1,25D; targeting the amino acid accumulation, supporting
that 1,25D; can nongenomically alters distinct signal-transducting
pathways.

It has been described that the conformationally flexible
1,25D; can interact with the VDR localized in the cell nucleus to
generate genomic responses or in caveolae of the plasma membrane
to generate rapid responses [49,50]. Binding of 1,25D; to the
caveolae-associated VDR may result in the activation of one or more
second messenger systems, including PKC, G protein-coupled
receptors, or phosphatidylinositol-3-kinase (PI-3K). There are a
number of possible outcomes including opening of cells voltage-
gated calcium or chloride channels or generation of second
messengers. Some of these second messengers, particularly
RAF/MAPK, may be involved in cross-talk with the nucleus to
modulate gene expression [51]. We found that in the presence of LY



294002, an inhibitor of PI-3K, the stimulatory effect of 1,25D; on
Ca*? influx was attenuated and a significant inhibition of Ca*? influx
was detected when PD 98059, a blocker of MAPK cascade was co-
incubated with 1,25D;. This is in agreement with some reports
showing the partial involvement of PI3-K and MEK (ERK1/2) on
rapid signal transduction of 1,25D; in intestine [51], vascular smooth
muscle [52], NB4 cells and osteoblasts [53,51].

Several studies suggest that steroid hormones and related
compounds can activate members of the mitogen-activated protein
kinases (MAPKs), including ERK1/2 and p38 MAPK in different
rapid responses linked or not to nuclear activation [2]. Pardo et al.,
[6], reported that p38 MAPK stimulation by 1,25D; involves Ca*’, c-
Src and PKA as upstream regulators to c-Fos induction in intestinal
cells. Also, p38 MAPK family has been involved in classic genomic
events in HL60 and THP-1 cell lines [54].

We demonstrated that SB 239063, a potent inhibitor of p38
MAPK, blocked the stimulatory effect of 1,25D; on Ca™ influx. In
this context, the present results provide strong evidence that Ca™
and PKC are upstream modulators of ERK1/2 in the activation of
p38 MAPK by 1,25D; in Sertoli cells.

In agreement with our results, extracellular Ca'® has been
shown to modulate p38 MAPK and CREB [55,44,56]. Furthermore,
it has also been reported that depending of the stimulus and of the
cell type, p38 activation has been shown to be dependent [57,58], or
independent of PKC [59,6]. Taking together these results indicate
that more than one signal contributes to the 1,25D; mechanism of
action, depending on the tissue.

p38 MAPK downstream effectors consist in a cascade of
kinases and transcription factors [44,60]. In the testis, we previously
demonstrated that the plasma membrane effect of 1,25D; is mediated
by extracellular Ca*> and PKA [13]. In this study we found that
PKC, p38 MAPK and to a lesser extend PI3-K are stimulated by
1,25D; to generate a rapid response of Sertoli cells connecting
plasma membrane effect with genomic activity and supporting a role
for PKC in the upstream activity to ERK1/2 and p38 MAPK
activation.

In order to verify the contribution of microtubules assembly
in Sertoli cell in the stimulatory effect of 1,25D; on **Ca®" influx, we
co-incubated the hormone with a microtubules disruptor, colchicine.
The stimulatory effect of 1,25D; on **Ca®" influx was significantly
diminished with microtubules disassemble. These results show that
microtubules network has a significant contribution on intracellular



substances or vesicles traffic on Sertoli cells as already demonstrated
to plasma membrane amino acid transport in immature rat testis, in
the presence of colchicine [23]. Also, in this Fig. 7, we compared the
effect of a specific blocker of CIC-3 in the stimulatory effect of
1,25D5 on *Ca*" influx demonstrated in the Fig. 4A and 4B, with the
colchicine effect. Both drugs were able to diminish the stimulatory
effect of 1,25D; on *Ca*" influx suggesting the calcium contribution
on intracellular vesicles trafficking in Sertoli cells. The involvement
of chloride channels activities in bone material secretion has been
reported [1,5]. Cytosolic CI” ions enhance Ca*'-dependent exocytosis
in melanotrophs [61]. In addition, CIC-3 channel, which is known to
be involved in exocytosis, is present at the membrane of secretory
vesicles. Taking in account these findings, studies are underway to
clarify the involvement of calcium influx and the activation o CIC-3
channels to mediate a rapid response of Sertoli cells to secretory
activities regulated by 1,25D;.

In conclusion, our data support our working hypothesis
schematized in Fig. 8. 1,25D; interaction with the Sertoli cell plasma
membrane open K srp, K'caro and CI' channels “hyperpolarizing”
the cells. This hyperpolarization induces an opening of voltage-
dependent Ca*? channels, Ca*? influx and “depolarization”. The local
Ca' transient activates protein kinase C that may regulates plasma
membrane ionic channels activities (Ca™ and/or Ca>-dependent CI°
channels). Also, PKC has a central role as upstream regulator of
MEK and ERK!Y: to p38 MAPK activation. p38 MAPK can
modulate  cellular responses through the activation of
phosphorylation of other kinases, cytoplasmic and membrane
proteins and/or activation of specific transcription factors altering
nuclear activity. Concomitantly, a specific signal transduced from
the receptor to PI3-K that links Ca®" influx to microtubules
movement and CIC3 activity can produce some of the effects
commonly associated with local Ca™? increase, as for example,
secretory activity.
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Legends

Figure 1. Basal **Ca'? influx in Sertoli cells (A) and testis
(B). Pre- incubation time: 60 min in the presence of **Ca™ 0.1
pCi/mL. After that the groups were incubated for an additional time
30, 60, 150, 300 and 600 s, in the same solution. Dose-response
curve of 1,25D; on *Ca™ influx in Sertoli cells (C) and testis (D).
Pre-incubation: 60 min. After that Sertoli cells or testis were
incubated with or without different concentration of 1,25D; for 60 s
in the presence of **Ca* 0.1 uCi/mL. Values are means + S.E.M for
three independent experiments carried out in quadruplicate. ***P <
0.001, **p <0.01 and *p <0.05 compared with control group.

Figure 2. Involvement of voltage-dependent calcium
channels (T and L types) on the stimulatory effect of 1,25D; on
#Ca" influx in Sertoli cells (A) and testis (B). Pre- incubation time:
60 min in the presence of **Ca™ 0.1 pCi/mL. Drugs were added 25
minutes before the incubation time. Incubation: 60 s in the presence
of 1,25D; and “*Ca™ 0.1 puCi/mL. Values are means + S.E.M for
three independent experiments carried out in quadruplicate. ***P
<0.001 and **p <0.01 compared with control group; # p <0.05, ##p
<0.01 and ###p <0.001 compared with 1,25D5 group.

Figure 3. Involvement of potassium channels on the
stimulatory effect of 1,25D; on **Ca’? influx in Sertoli cells (A) and
testis (B). Pre- incubation time: 60 min in the presence of **Ca™ 0.1
puCi/mL. Drugs were added 25 minutes before the incubation time.
Incubation: 60 s in the presence of 1,25D; and $ca? 0.1 pCi/mL.
Values are means + S.E.M for three independent experiments carried
out in quadruplicate. ***P <0.001 and **P <0.01 compared with
control group; # p <0.05 and ###p <0.001 compared with 1,25D;

group.

Figure 4. Involvement of chloride channels on the
stimulatory effect of 1,25D; on **Ca*? influx in Sertoli cells (A) and
testis (B). Pre- incubation time: 60 min in the presence of **Ca* 0.1



pCi/mL. Drugs were added 25 minutes before the incubation time.
Incubation: 60 s in the presence of 1,25D; and $ca? 0.1 puCi/mL.
Values are means + S.E.M for three independent experiments carried
out in quadruplicate. ***P <0.001, **p <0.01 and *p <0.05
compared with control group; #p <0.05 and ##p <0.01 compared
with 1,25D5 group.

Figure 5. Involvement of PKC (A) and PKA (B) on the
stimulatory effect of 1,25D; on *Ca*? influx in Sertoli cells. Pre-
incubation time: 60 min in the presence of *Ca*? 0.1 uCi/mL. Drugs
were added 25 minutes before the incubation time. Incubation: 60 s
in the presence of 1,25D; and **Ca** 0.1 uCi/mL. Values are means
+ S.EM for three independent experiments carried out in
quadruplicate. ***P <0.001 compared with control group; ###p
<0.001compared with 1,25D; group.

Figure 6. Involvement of PI3K (A), MAPK (B) and p38
MAPK(C) on the stimulatory effect of 1,25D; on *Ca™ influx in
Sertoli cells. Pre-incubation time: 60 min in the presence of “*Ca™
0.1 pCi/mL. Drugs were added 25 minutes before the incubation
time. Incubation: 60 s in the presence of 1,25D; and *Ca** 0.1
pCi/mL. Values are means + S.EM for three independent
experiments carried out in quadruplicate.***P <0.001, **p <0.01, *p
<0.05 compared with control group; ##p <0.01 and ###p <0.001
compared with 1,25D; group.

Figure 7. Effect of microtubules integrity and CLC3 channel
activity on the stimulatory effect of 1,25D; on *Ca™ influx in
Sertoli cells. Pre- incubation time: 60 min in the presence of **Ca*
0.1 pCi/mL. Drugs were added 25 minutes before the incubation
time. Incubation: 60 s in the presence of 1,25D; and $ca™ 0.1
pCi/mL. Values are means + S.EM for three independent
experiments carried out in quadruplicate.***P <0.001 and *p < 0.05
compared with control group; #p <0.05 compared with 1,25Ds

group.



Fig. 8. Schematic representation of the possible mechanisms
of action of 1,25D5 on **Ca™ influx on plasma membrane of Sertoli
cells. 1,25D; interaction with the Sertoli cell plasma membrane open
K atp, K'cato and CI channels “hyperpolarizing” the cells. This
hyperpolarization induces an opening of voltage-dependent Ca*
channels, Ca*? influx and “depolarization”. The local Ca** transient
activates protein kinase C that may regulates plasma membrane ionic
channels activities (Ca™* and/or Ca**-dependent CI" channels). Also,
PKC has a central role as upstream regulator of MEK and ERK" to
p38 MAPK activation. p38 MAPK can modulate cellular responses
through the phosphorylation of other kinases, cytoplasmic and
membrane proteins and transcription factors. Concomitantly, a
specific signal transduced from the receptor to PI3-K that links Ca**
influx to microtubules movement and CIC3 activity can produce
some of the effects commonly associated with local Ca'? increase,
as for example, secretory activity.
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6. DISCUSSAO

A presenca de receptores especificos da 1,25D3 no niicleo
das células de Sertoli e em varias células dos tiibulos seminiferos
(MERK et al., 1985), assim como a presenca da enzima lo-
hidroxilase nos testiculos (HIRAI et al., 2009) evidenciam os
testiculos como 6rgdo alvo da agdo da 1,25D; (Schleicher et al.,
1989).

No presente trabalho, em ratos de 10 dias de idade, foi
verificado que, quando os testiculos e as células de Sertoli foram
incubadas com a 1,25D;, ocorre um aumento na concentragao
citosolica de Ca™.

Na concentragdo de 107'° M, dose relatada na literatura como
dentro da faixa fisioldgica do hormoénio, o efeito estimulatorio da
1,25D; foi em torno de 90% no testiculo inteiro ¢ 110% em cé€lulas de
Sertoli, demonstrando uma relagdo de efeito entre ambos sistemas
estudados. Além disso, aumento temporal de Ca'? citosolico deu-se
dentro de um curto espago de tempo e ndo compativel com o classico
periodo descrito para agdes hormonais mediadas por receptores
nucleares. Estes resultados confirmam o efeito da 1,25D; na
membrana plasmatica e uma resposta rapida das células de Sertoli e
testiculo. Nossos resultados estdo de acordo com os descritos por
Akerstrom e Walters (1992), que demostraram que a 1,25D; induziu,
em células TM4, uma répida captagdo de *Ca*?, em cinco minutos e
dependente da dose. Também, vale salientar que a taxa do influxo de
#Ca" foi semelhante ao relatado para o efeito estimulatorio do retinol
(WASSERMANN et al., 1995) no influxo de ¥*Ca™ em células de
Sertoli, bem como, ao relatado para a testosterona em testiculos
inteiros e/ou em células de Sertoli (LOSS et al. 1998; LEITE et al.,
1999).

O fon calcio (Ca™) pode ter influéncia tanto na membrana
plasmatica, através da modulacdo da atividade de canais i0nicos,
assim como no citosol, onde atua como um intermediario quimico
que liga muitos estimulos fisiologicos a efetores intracelulares
(BERRIDGE et al., 2003). Em geral, a [Ca™] ¢ estreitamente
regulada por multiplos canais Ca*?, bombas, trocadores e tampdes. O
influxo de Ca™ pode ser regulado, no minimo, por trés mecanismos:
canais de Ca™ dependentes da voltagem (CCDV), canais mediados
por segundos mensageiros e/ou canais mediados pelo receptor
(RINK e HALLAM, 1989; NEHER ¢ AUGUSTINE, 1992; FRIEL e
CHIEL, 2009).



Considerando resultados anteriores que demonstraram agoes
ndo gendmicas da 1,25D3, em testiculos de ratos imaturos dependem
do Ca™ extracelular (MENEGAZ et al., 2009), e, afim de avaliar a
participagdo dos CCDV no processo de entrada do ion nas células e
testiculos, analisamos o mecanismo do influxo de Ca™?, mediado por
canais de CCDV do tipo L e do tipo T, ja descritos na membrana
plasmatica de células de Sertoli e em testiculos de ratos (SILVA et
al., 2002) De fato, nossos resultados demonstraram que as células de
Sertoli e os testiculos inteiros tratados com antagonistas dos canais
de Ca™* dependentes da voltagem do tipo L (nifedipina e verapami) e
tipo T (flunarizina), provocaram um bloqueio efetivo no influxo de
#Ca’? ativados por 1,25D;. Disto, concluimos que a entrada maciga
de Ca™ quando as células de Sertoli sdo tratadas com o horménio
da-se predominantemente via CCDV do tipo L e T. Estes resultados
estdo de acordo com achados anteriores que relatam estes canais
como a principal via de entrada do Ca** nas células quando estas s&o
submetidas a estimulo (CATERALL et al.,, 2000, CLAPHAM,
2007). Ainda, eles corroboram a importancia do Ca'? extracelular
para agdes da 1,25D; na membrana plasmatica (MENEGAZ et al.,
2009).

Os canais de K" compdem uma familia de proteinas de
membrana que tem um papel crucial em uma variedade de processos
fisiologicos, incluindo transporte de eletrolitos e regulagdo do
volume celular. Também coordenam a atividade de outros canais
ionicos, de transportadores de membrana e sd3o essenciais para a
secrecdo de fluidos. Além disso, os canais de K' tém um papel
essencial na manutengdo do gradiente eletroquimico que regula a
entrada de Ca™ (WICKENDEN, 2002).

A participagdo dos canais de K dependentes de ATP e de
canais de K dependentes de Ca™® em estudos envolvendo eventos na
membrana plasmatica e respostas ndo genomicas aos hormonios
tireoideos, bem como, a 1,25D; em testiculos de ratos imaturos foi
demonstrada previamente (SILVA et al.,, 2001; VOLPATO et al.,
2004; MENEGAZ et al.,, 2006; MENEGAZ, 2009).No presente
trabalho, a integridade funcional das correntes de K" foi essencial
para o efeito do hormoénio uma vez que o bloqueio dos canais de K*
pela tolbutamida e apamina inibiu a acdo estimulatoria da 1,25D; no
influxo de Ca*. O bloqueio do influxo de **Ca*® quando os canais de
K* dependentes de Ca™ de baixa condutancia foram bloqueados pela
apamina, demonstrou que a atividade destes canais, ativados por



baixas concentragdes intracelular de Ca™ e envolvidos no processo
de hiperpolarizagdo celular, ¢ essencial para a abertura dos CCDV.
Além disso, varios relatos corroboram o papel dos canais de K' e o
influxo de Ca™ associado com a regulagio de secregdo celular
(SARTOR et al, 1990; KIMSH et al, 1997). Resultados
semelhantes foram observados em células de Sertoli de testiculos de
ratos imaturos quando incubados com testosterona (van LEDEBUR
et al, 2002). Uma despolarizagio imediata provocada pela
testosterona foi bloqueada por diazoxide, um agonista de canais de
K" dependentes de ATP, e totalmente inibiu a a¢io da testosterona.
Assim, o fechamento dos canais de K* dependentes de ATP causou
um efeito despolarizante, consequentemente, abrindo os canais de
Ca'? dependentes da voltagem (tipo L) e, permitindo o influxo de
Ca*? (van LEDEBUR et al., 2002). Estes resultados indicam que o
influxo de Ca* esta associado a outros canais i6nicos na membrana
plasmatica e sdo essenciais para o maximo efeito estimulatorio da
1,25D; no influxo de Ca™ em células de Sertoli purificadas e em
testiculos inteiros.

As células de Sertoli sdo células chaves envolvidas no
desenvolvimento e na manuteng@o da espermatogénese, bem como,
na secrecio de um fluido rico em CI" ¢ K' para o limen dos tiibulos
seminiferos (AUZANNEAU et al.,, 2008). Elas expressam uma
variedade de canais de CI’, incluindo canais de CI" dependentes de
Ca™ (LALEVEE e JOFFRE, 1999), canais de CI" dependentes da
voltagem (AUZANNEAU et al., 2003), canais de CI reguladores da
condutdncia  transmembrana da  fibrose cistica (CFTR)
(BROOCKFOR et al., 1998), e canais de Cl sensiveis a acidos
(ASCC) (AUZANNEAU et al., 2006; 2008). Sabe-se ainda, que o
ion Cl- tem a capacidade de modular a atividade dos CCDV
presentes na membrana plasmatica, sendo que a ocorréncia deste
evento ja foi relatada em testiculo de ratos (LALEVEE e JOFFRE,
1999). Neste contexto, o 9-AC, um composto aromatico ¢ utilizado
como uma sonda anidnica para estudar as correntes de CI™ ativadas
por Ca™® bem como o DIDS, que bloqueia os canais CIC-3 que
conduz as correntes retificadoras do efluxo de CI' JENTSCH et al.,
2002; QU et al., 2003), foram usados para estudar a influéncia destes
tipos de correntes idnicas no efeito estimulatério da 1,25D; no
influxo de Ca™. O bloqueio total do efeito do horménio no influxo
de Ca", pelo 9-AC, sugere o papel modulatorio das correntes de CI
no influxo de Ca™ em células de Sertoli purificadas e em testiculos
inteiros. Entretanto, embora membros da familia dos canais de CI°
abertos pela voltagem, CIC-2, CIC-3, CIC-6 a CIC-7, tenham sido



previamente descritos como proteinas que sdo expressadas em
células de Sertoli em cultura (AUZANNEAU et al., 2003), estas,
parecem ndo ser as principais correntes de Cl° que modulam o
influxo de Ca* nas células de Sertoli e no testiculo de ratos de 10
dias de idade, a condi¢des experimentais estudadas.

Levando em conta a identificagdo prévia de receptores para a
1,25D; nas células de Sertoli e da similaridade de comportamento no
influxo de *Ca*? exibida pelas células de Sertoli e testiculo quando
canais de K" ¢ CI" foram bloqueados, a idéia das células de Sertoli
como alvo da acdo da 1,25D; nos testiculos é refor¢ada. Sendo assim,
o estudo da participagdo de proteinas cinases na entrada de *Ca®
estimulada pela 1,25Dj; foi estudada apenas nas células de Sertoli.

Neste trabalho foram investigados os eventos de sinalizacéo
que medeiam o efeito da 1,25D; no influxo de Ca™* tendo em mente o
papel da PKC e da PKA ja descritos anteriormente. Estas cinases
medeiam sinais extracelulares através da regulacdo da atividade de
canais i0nicos, por fosforilagdo, ou atuando como proteinas que
integram (cross-talk) as diferentes vias de sinalizagdo intracelular,
podendo levar um sinal que iniciou na membrana plasmatica, até o
nucleo celular (WU et al., 2005; PARDO et al., 2006; MENEGAZ et
al., 2009; BOURAIMA et al., 2010).

Esta descrito na literatura que a ativagio da PKC pela 1,25D;
pode causar uma ativagdo da PKA via um mecanismo de integragdo
celular, ativando a produgdo de AMPc ¢ modulando a captagdo de
Ca*? estimulada por 1,25D; (MASSEHEIMER e BOLAND, 1992).
No presente estudo, demonstramos que a presenga de um bloqueador
de PKC, aboliu o efeito estimulatorio da 1,25D; no influxo de Ca™,
enquanto inibidores da atividade da PKA ndo produziram qualquer
alteragdo na agdo estimulatoria do hormonio, isentando uma
participagdo expressiva da PKA na agéo da 1,25D; no influxo de Ca™
em células de Sertoli de ratos imaturos. Isto indica o envolvimento da
PKC na modulagio nio gendmica das correntes de Ca'? ativadas pela
1,25D5, e esta de acordo com resultados obtidos em outros tecidos
(BISSONNETTE et al., 1994; SLATER et al., 1995). Resultados do
nosso grupo demostram um mecanismo de acdo diferente da 1,25D;
no transporte de aminoacidos neutros, revelando que a 1,25D; pode
ativar vias ndo gendmicas através de distintas sinalizagdes celulares
(MENEGAZ et al., 2009).



A 1,25D; ¢ um seco esteroide cuja flexibilidade
conformacional permite que esta interaja com o VDR localizado no
nucleo da célula para gerar respostas gendmicas ou com receptores
localizados em microregides especificas na membrana plasmatica, os
caveolaes, para gerar rapidas respostas (NORMAN et al., 2002a;
NORMAN et al., 2002 b). A ligagdo da 1,25D; na sua conformagio 6-
s-cis a0 VDR associado ao caveolae pode resultar na ativagdo de um
ou mais sistemas de segundos mensageiros, incluindo PKC,
receptores acoplados a proteina-G ou a ativagdo da fosfatidilinositol-
3-cinase (PI-3K). A partir destes, diversas agdes podem ser iniciada
como a ativagio de canais de Ca*? regulados pela voltagem, ativacio
de canais de Cl ou a geragdo de segundos mensageiros. Alguns destes
segundos mensageiros, particularmente a RAF/MAPK, podem levar
mensagens ao nucleo para modular a expressdo génica (NORMAN,
2006).

No presente trabalho, observamos que na presenga de LY
294002, um inibidor da PI-3K, o efeito estimulatorio da 1,25D; no
influxo de *Ca*? foi atenuado. Também, uma significante inibigdo
do influxo de 45Ca* foi detectada quando o PD 98059, um
bloqueador da cascata da MAPK (MEK - via ERK 1/2), foi co-
incubado com a 1,25D;. Este resultados, estdo de acordo com alguns
relatos que mostram o envolvimento parcial da PI-3K e da MEK
(ERK1/2) no rapido sinal de transdugdo da 1,25D; no intestino
(NORMAN et al., 2006), na musculatura lisa dos vasos sanguineos
(REBSAMEN et al., 2002), em células NB4 ¢ em osteoblastos
(VERTINO et al., 2005; NORMAN et al., 2006).

Varios estudos sugerem que a 1,25D; possa ativar membros
de proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs), incluindo as
ERK1/2 e a p38 MAPK, em diferentes rapidas respostas, ligadas ou
ndo a ativagdo nuclear (NORMAN et al., 2004). Pardo et al., (2006),
relatou que a ativagio da p38 MAPK pela 1,25D; envolve Ca*, c-
Src e PKA como precursores para a ativacao da c-Fos em células do
intestino. Também, a familia da p38 MAPK estd envolvida em
eventos gendmicos classicosdo horménio em células da linhagem
HL60 e THP-1 (GOCEKA et al., 2007).

Neste trabalho, demonstramos que o SB 239063, um potente
inibidor da p38 MAPK, bloqueou o efeito estimulatorio da 1,25D;
no influxo de **Ca*. Neste contexto, nossos resultados fornecem
fortes evidencias de que oCa** e a PKC sdo moduladores importantes
da ERK1/2 e da p38 MAPK em células de Sertoli. Trabalhos
anteriores ja relataram que o Ca'? extracelular ¢ capaz de modular a



atividade das proteinas p38 MAPK e o CREB (SAKAI et al., 2002;
WU et al, 2005; BLANC et al., 2004). Além disso, ja foi
demostrado que de acordo com o estimulo e tipo celular, a ativagio
da p38MAPK pode ser dependente ou ndo da atividade da PKC
(HOFMANN et al., 2004; TOGO et al., 2004; LEMONNIER et al.,
2004; PARDO et al., 2006). Neste estudo, mostramos que a PKC, a
p38 MAPK e em menor extensdo a PI-3K, sdo estimuladas pela
1,25D; para gerar uma rapida resposta das células de Sertoli
conectando o efeito iniciado na membrana plasmatica com a
atividade gendmica e atribuindo um papel para a PKC como
moduladora da ERK1/2 e p38 MAPK

Para verificar a contribui¢do da atividade da rede de
microtibulos no efeito estimulatério da 1,25D; no influxo de **Ca*
nas células de Sertoli, co-incubamos o horménio com um
despolimerizador da rede de microtiibulos, a colchicina. O efeito
estimulatério da 1,25D; no influxo de ¥*Ca™ foi significativamente
diminuido com os microtibulos despolimerizados. Estes resultados
mostram que os microtubulos tém um papel importante no transito
intracelular de substdncias ou na exocitose em células de Sertoli
como ja demonstrado para o transporte de aminoacidos na
membrana plasmatica em testiculos de ratos imaturos, na presenga
de colchicina (WASSERMANN et al.,, 1992b). Como pode ser
observado na Fig. 7, comparamos o efeito de um bloqueador
especifico dos canais de C1” do tipo CIC3 no efeito estimulatorio da
1,25D5 no influxo de ¥*Ca™? demonstrado na Fig. 4A e 4B, com o
efeito da colchicina. Ambos os farmacos foram efetivos em diminuir
o efeito estimulatorio da 1,25D; no influxo de *Ca*? sugerindo a
contribuicio do Ca™ no transito de vesiculas intracelulares nas
células de Sertoli. O envolvimento da atividade dos canais de cloreto
em secrecdo de material dsseo ja foi demonstrado (ZANELLO e
NORMAN, 2003; XIAOYU et al., 2007). Também ja foi relatado
que os ions cloreto do citosol aumentam a exocitose dependente de
Ca™ em melanotrofos (TURNER et al., 2005). Além disso, o canal
CIC-3 o qual é conhecido por estar envolvido na exocitose, esta
presente na membrana de vesiculas secretorias. Considerando estes
resultados, estudos estdio em andamento para entender o
envolvimento do influxo de Ca** e a ativagdo dos canais CIC-3 para
mediar as rapidas respostas das células de Sertoli em atividades
secretorias reguladas pela 1,25D;.

Concluindo, nossos resultados sustentam a hipdtese de
trabalho esquematizada na Fig. 8. A interagdo da 1,25D; na
membrana plasmatica das células de Sertoli abre canais de K'



dependentes de ATP, canais de K™ dependentes de Ca™ de baixa
conduténcia e canais de CI. O efluxo de K" e influxo de ClI-
promovem a hiperpolarizagdo transitoria nas células. Em seguida, a
exemplo da testosterona (van LEDEBUR et al., 2002), acredita-se
que ocorra uma despolarizagdo prolongada que induz a abertura de
canais de Ca'” dependentes da voltagem permitindo o influxo de
Ca*. O acimulo de Ca™ ativa a PKC que pode regular a atividade
dos canais i6nicos na membrana plasmatica (Ca'? e/ou canais de CI
dependentes de Ca*?). Também, a PKC tem um papel central como
reguladora da MEK, ERK1/2 e p38 MAPK. Estas proteinas podem
modular as respostas celulares através da ativagdo da fosforilagdo de
outras cinases, de proteinas de membrana e citosolicas e/ou da
ativacdo de fatores de transcrigdo especificos e alteragdo da atividade
nuclear. Concomitantemente, um sinal especifico do receptor via
PI3-K que liga o influxo de Ca** a0 movimento dos microtibulos e a
atividade do CIC3 pode produzir alguns efeitos comumente
associado com um aumento localizado de Ca™2, como por exemplo, a
exocitose.



6 CONCLUSOES

Evidenciado efeito ndo-gendémico (rdpido) da 1,25D;
em testiculos e células de Sertoli;

Células de Sertoli confirmadas como alvo da 1,25D;
nos testiculos;

Doses fisiologicas da 1,25D; aumentam o influxo de
Ca™ em testiculo (106%) e células de Sertoli (140%)
em um curto espago de tempo;

Os canais de Ca" dependentes de voltagem do tipo L
e T sdo cruciais no processo de entrada do Ca'® em
ambos modelos experimentais;

Os canais de K" e em menor parte os de Cl modulam
a entrada do ion;

A PKC e p38MAPK sdo ativadas pela 1,25D; e
participam diretamente do efeito do horménio sobre
o metabolismo do Ca*? nas células de Sertoli;

PI3K e ERK1/2 estdo parcialmente envolvidas na
acgdo da 1,25Ds;

Resultados corroboram com achados anteriores de
que a 1,25D; estimula eventos de secregdo celular.
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