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RESUMO

As células de Sertoli sdo células fundamentais que fornecem fatores essenciais para
a progressao da espermatogénese. Do periodo fetal ao imaturo, as células de Sertoli
estdo proliferando. A via ndo-classica dos androgénios € caracterizada por rapido
evento que conduz a ativagcao de cascatas de sinalizagao citosdlicas desencadeadas
por receptores de membrana. Diferente dessa, na via classica s&o necessarias
horas ou até mesmo dias para a producado de novas proteinas. Existe um receptor
de membrana especifico para os andrégenos que estimula a cascata de sinalizagao
nao-classica nas células de Sertoli por interagcdo com o ZIP9, um transportador de
zinco.

Esse estudo teve por objetivos: avaliar o envolvimento do receptor ZIP9 nos efeitos
de membrana de células de Sertoli produzidos em resposta a aplicacdo de
testosterona ou de nandrolona. Avaliar o papel do quelante de zinco (TPEN), nas
concentragbes 10 nM, 20 nM e 40 nM, sobre o potencial de membrana das células
de Sertoli de ratos imaturos e avaliar o papel do quelante de zinco (TPEN), nas
concentragbes 10 nM, 20 nM e 40 nM, sobre a resposta eletrofisiolégica da
testosterona e da nandrolona em tubulos seminiferos isolados de testiculos de ratos
imaturos.

O potencial e a resisténcia de membrana das células de Sertoli foram registrados
através da técnica eletrofisioldgica de registro intracelular. O registro intracelular da
célula de Sertoli foi realizado utilizando microcapilares de borossilicato preenchidos
com KCI 3 M acoplados a um eletrdmetro. Nos tubulos seminiferos de animais entre
0 12° e 0 15° dpn foram aplicados e/ou perfundidos, DMSO (veiculo) n = 8; quelante
de zinco (TPEN) nas concentragbes 10 nM n =7; 20 nM n = 6; e 40 nM n = 8;
Testosterona (T) 1 uM n=15; T+ TPEN10nMn=10; T+ TPEN20nMn=9; T +
TPEN 40 nM n=7; Nandrolona (N) 1 uM n=19; N+ TPEN 10 nM n = 13; N + TPEN
20 nM n =12; N + TPEN 40 nM n= 9. Os dados foram analisados por ANOVA de
medidas repetidas, seguida do pos-teste de Bonferroni. O projeto foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFRGS n° 29644,

A aplicagao tépica de DMSO e a perfusao de TPEN nas diferentes concentragdes
nao altera o potencial de membrana de células de Sertoli. A aplicagdo topicade T e
de N resultou em despolarizacdo do potencial de membrana de células de Sertoli e
em aumento da resisténcia da membrana de células de Sertoli. A aplicacéo topica
da T e da N em meio com perfusdao de TPEN, nas concentracées 10 nM, 20 nM e 40
nM, n&o alterou o potencial de membrana e a resisténcia da membrana de células
de Sertoli de ratos imaturos.

Concluimos que o quelante de zinco afeta o receptor de membrana de androgenos
na membrana de células de Sertoli de ratos entre 0 12° e 0 15° dpn. E podemos
inferir que ha envolvimento do ZIP9 nos efeitos de membrana de células de Sertoli
produzidos em respostas a aplicagao de T e de N.



ABSTRACT

Sertoli cells are key cells that provide essential factors for the progression of
spermatogenesis. From the fetal to the immature period, Sertoli cells are
proliferating. The non-classical signaling pathway is characterized by a rapid event
that leads to the activation of cytosolic signaling cascades triggered by membrane
receptors. On the other hand, in the classical pathway it takes hours or even days
are necessary for the production of new proteins. There is an androgen-specific
membrane receptor that stimulates the non-classical signaling cascade in Sertoli
cells by interaction with ZIP9, a zinc transporter.

This aim of this study was to evaluate the involvement of the ZIP9 receptor in the
membrane effects of Sertoli cells produced in response to the application of
testosterone or nandrolone. Also, to evaluate the role of zinc chelator TPEN at 10
nM, 20 nM and 40 nM concentrations on the membrane potential of Sertoli cells from
immature rats and to evaluate the role of zinc chelator TPEN in 10 nM, 20 nM and 40
nM concentrations in the electrophysiological response of testosterone and
nandrolone in seminiferous tubules isolated from testes of immature rats.

The membrane potential and membrane resistance of Sertoli cells were recorded
using a standard single microelectrode technique. The intracellular recording of
Sertoli cells was performed using microcapillaries filled with 3 M KCI coupled to an
electrometer. In the seminiferous tubules of animals between post-natal day (pnd) 12
and 15 were applied and/or perfused, DMSO (vehicle) n = 8; Zinc chelator (TPEN) at
concentrations of 10 nM n = 7; TPEN 20 nM n = 6; and TPEN 40 nM n = §;
Testosterone (T) 1 uM n =15, T+ TPEN10nM n=10; T+ TPEN20nMn=9; T +
TPEN 40 nM n = 7; Nandrolone (N) 1uM n =19; N+ TPEN 10 nM n = 13; N + TPEN
20nM n=12; N + TPEN 40 nM n = 9. For statistical analyses it was used ANOVA for
repeated measures followed by Bonferroni post-test. This study was approved by the
Ethics Committee for Animal Research of UFRGS (CEUA/UFRGS n° 29644).

Topical application of DMSO and perfusion of TPEN at different concentrations did
not cause membrane potential depolarization of Sertoli cells. Topical application of T
and N cause membrane potential depolarization of Sertoli cells and increased the cell
resistance of Sertoli cells. Topical application of T and N in TPEN infusion at
concentrations of 10 nM, 20 nM and 40 nM did not cause membrane potential
depolarization and the cell resistance of the Sertoli cell membrane of immature mice.
In summary, zinc chelator affects the androgen membrane receptor on the Sertoli cell
membrane of rats between pnd 12 and 15. We can infer that there is the involvement
of the ZIP9 in the membrane effects of Sertoli cells produced in response to T and N.
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1 INTRODUGAO

1.1 Gonada masculina

Os testiculos sdo o6rgéos pareados, ovoides e encapsulados pela tunica
albuginea (SANTEN; BARDIN, 1973). A funcdo basica dos testiculos é promover a
producao dos espermatozoides e de hormdnios esteroides e proteicos, essenciais a
funcdo reprodutiva masculina (MAURICE GOODMAN, 2009). Os espermatozoides
sdo originados a partir de células germinativas indiferenciadas por um processo
complexo, a espermatogénese (REY, 1999).

Os dois compartimentos funcionais e morfologicamente distintos dos

testiculos sdo: uma rede de tubulos seminiferos e um tecido intersticial.

Os tubulos seminiferos sao responsaveis pela produgdo e transporte de
espermatozoides. S&o formados pelas células de Sertoli, células germinativas e
células mioides peritubulares (PMC). Essas que juntamente com as células de
Sertoli formam a membrana basal dos tubulos seminiferos (SMITH; WALKER, 2014)
(Figura 1).

O tecido intersticial € constituido por vasos sanguineos, vasos linfaticos, fibras
nervosas e celulas de Leydig. Essas tém a funcdo de produzir horménios
androgénios (O’'DONNELL et al., 2006; REY, 1999).

Tubulos seminiferos

Celu!as mioides Oy
peritubulares )

Células

de Sertoli
:., :\\.. 5 2
e o0 Células
¥e 20, < Tecido inati
- By erminativas
Testiculo intersticial g

Figura 1: Representagao do testiculo, dos tubulos seminiferos e dos compartimentos
dos testiculos e suas estruturas. Fonte: adaptado de Skinner, 1991.
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Morfologicalmente existem cinco estagios do desenvolvimento testicular:
desenvolvimento da crista genital, formacdo de uma goénada indiferenciada ou
bipotencial, determinacdo sexual, formacdo dos corddes testiculares e
desenvolvimento das fungdes dos testiculos (CUPP; SKINNER, 2005). A célula de
Sertoli tem papel fundamental no desenvolvimento do testiculo funcional e na

expressao do fendtipo masculino.

1.2 Células de Sertoli

As células de Sertoli sdo células grandes, complexas, de formato colunar, que
se estendem da lamina basal do tubulo seminifero até o seu lumen (Figura 2). Sado
células fundamentais no desenvolvimento das células germinativas (REY, 1999).
Possuem juncdes entre as células adjacentes, proximo a lamina basal, denominadas
jungbes ocludentes. Essas jungbes formam a barreira hematotesticular (BHT)
(MRUK; CHENG, 2004).

Na formacao dos testiculos, as células de Sertoli fornecem fatores essenciais
para progressdo das células germinativas em espermatozoides. Esses fatores séo
suporte fisico, complexos ou barreiras juncionais e estimulagdo bioquimica na forma
de fatores de crescimento (GRISWOLD, 1998).

Espermatozoide

Espermatide

Célula de Sertoli .-
Espermatdécito

-~ Espermatogdnia
Jungdes ocludentes 1

Tecido intersticial

Figura 2: Representagcdo da célula de Sertoli e do processo da espermatogénese.
Fonte: adaptado de Walker, 2010.
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A fase imatura inicia no periodo fetal (OJEDA; SKINNER, 2006). As células de
Sertoli se originam de precursores no epitélio celdbmico que migram até os corddes
sexuais para formagao dos testiculos (KARL; CAPEL, 1998). A diferenciacdo dessas
células depende da expressao dos genes SRY, SOX9 e NR5A1 (SEKIDO; LOVELL-
BADGE, 2008). Como € o unico tipo de célula que necessita do gene SRY, as
células de Sertoli fetais sdo as responsaveis pelo inicio da diferenciacao testicular e
nao parecem depender diretamente de estimulagdo hormonal (O’'SHAUGHNESSY et
al., 2009).

Uma vez diferenciadas, as células de Sertoli intervém ativamente na
organizagédo e regulagdo da gbnada masculina através da secre¢do do horménio
anti-mulleriano (AMH) que ocorre entre o 14° e o 15° dia gestacional, garantindo a
regressdo dos ductos de Miuller (WAITES; SPEIGHT; JENKINS, 1985). Ainda,
promovem a formacdo dos tubulos seminiferos, possibilitam a diferenciacdo de
outras células testiculares e impedem a entrada das células germinativas em meiose
(CUPP; SKINNER, 2005; SHARPE et al., 2003).

As células germinativas primordiais (CGP), células unipotentes capazes de
produzir somente odcitos ou espermatozoides (BERTOCCHINI; CHUVA DE SOUSA
LOPES, 2016), precursoras das células-tronco espermatogoniais nos machos, sao
originadas fora das gdnadas e migram ativamente pelo intestino primitivo até as
cristas gonadais (YOSHIDA, 2016).

A linhagem germinativa e as células somaticas exercem papeis diversos: as
germinativas transmitem informacédo genética entre as geragdes e o papel das
somaticas é atuar como veiculo que medeia a transmiss&o da linhagem germinativa
(JOHNSON et al., 2011). Células somaticas sao aquelas que nédo podem ser CGPs
(BERTOCCHINI; CHUVA DE SOUSA LOPES, 2016).

O desenvolvimento das células germinativas depende da presenga das
células somaticas dos testiculos. A respeito disso, as células
de Sertoli em mamiferos, e provavelmente em todos os outros vertebrados, exercem
um papel fundamental na diferenciagdo e desenvolvimento das fungdes testiculares
(SHARPE et al., 2003).

Uma vez que cada célula de Sertoli possui a capacidade de fornecer suporte
a um numero limitado de células germinativas, a capacidade de producdo de
espermatozoides na vida adulta depende do numero de células de Sertoli (SHARPE
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et al., 2003), sendo assim, a fase proliferativa dessas € essencial para a reprodug¢ao
masculina. Yoshida (2016) observa que com o aumento do numero das células
de Sertoli, aumenta também o numero de células-tronco germinativas, o que
demonstra a importancia daquelas, ndo sé para uma mudanga morfolégica, mas

também para uma mudanga fisiolégica.

A proliferagdo das células de Sertoli, em ratos, inicia no periodo fetal e
continua pelo periodo neonatal, do nascimento até o 7° dia pds-natal (dpn), até
aproximadamente o 15° dpn, quando o rato ainda € imaturo (SHARPE et al., 2003).
No periodo neonatal, as células de Sertoli se mostram sensiveis a presenca de
horménios, como a testosterona (T) e o horménio foliculo-estimulante (FSH), em
torno do 5° ao 6° dpn em camundongos (JOHNSTON et al., 2004). Isso coincide
com a diminuicdo da proliferacdo das células de Sertoli e aumento da atividade
celular dessas (O'SHAUGHNESSY et al., 2009).

O resultado final da maturagdo sexual, um processo de multiplas etapas que
ocorre durante a puberdade, € a transicdo da fase imatura/proliferativa das células
de Sertoli para uma fase madura/nao-proliferativa, além disso, o inicio das divisdes
meidticas das células germinativas que dara origem aos espermatozoides e a

formagéo da barreira hematotesticular (BHT).

A BHT, que é a formagao de complexos juncionais entre as células de Sertoli
adjacentes criando um compartimento adluminal exclusivo para as células
germinativas, é fundamental para a espermatogénese e fisicamente divide o epitélio
seminifero em compartimento basal e compartimento adluminal e providencia dois
ambientes unicos para o desenvolvimento das células germinativas (DYM;
FAWCETT, 1970).

No compartimento basal, as espermatogbnias encontram-se na porgéo basal
das células de Sertoli e na membrana basal, na periferia dos tubulos seminiferos.
Seguido por uma série de etapas de diferenciagdo, atravessando a BHT, ja no
compartimento adluminal (MRUK; CHENG, 2010). Nesse ultimo, as células da
linhagem espermatogénica sao isoladas pela BHT, o que impede a passagem de
agentes nocivos e complexos imunoldgicos. Assim, essas células tornam-se
totalmente dependentes das células de Sertoli (GRISWOLD, 1998; SHARPE et al.,
2003).
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Entdo, o desenvolvimento e a proliferacdo normal das células de Sertoli, na
fase imatura, sdo essenciais para uma funcdo testicular adequada na vida adulta. E
fundamental que o animal se mantenha imaturo pelo tempo necessario para que as
células de Sertoli proliferem adequadamente e amadurecam, sendo capazes de,
entdo, fornecer suporte adequado a espermatogénese.

1.3 Andrégenos

Os andrégenos sdo horménios esteroides que regulam a fungédo da prostata,
a densidade 6ssea, a funcado cardiaca, a massa muscular, o crescimento de pelos e
a fertilidade. Se difundem através da membrana plasmatica e atuam via receptor
intracelular de andrégenos (iAR) (WALKER et al., 2015).

Os andrégenos estdo envolvidos primariamente no desenvolvimento do
fendtipo masculino durante a embriogénese, no desenvolvimento da maturagéo
sexual na puberdade, na manutengéo da fungéo reprodutora, da espermatogénese e
do comportamento sexual (PATRAO; SILVA; AVELLAR, 2009). As células de Leydig
s&o as responsaveis pela secrecdo do andrégeno anabdlico, a T.

A T é um horménio esteroide produzido pelas células de Leydig, onde é
convertido a partir do estradiol pela aromatase. A concentragcado de T nos testiculos
de humanos € entre 340 e 2000 nM, cerca de 25 a 125 vezes maior que a
concentragédo desse horménio no plasma (WALKER, 2009). Além da T, as células de
Leydig produzem androstenediona, 5-androstenodiol, 5a-diidrotestosterona (DHT) e
estradiol. A T pode também ser obtida pela conversdo da DHT em tecidos periféricos
que expressam a enzima 5a-redutase (OJEDA; SKINNER, 2006).

O processo da espermatogénese € regulado por sinais endocrinos e
paracrinos de interacdo complexa. O horménio hipotalamico liberador de
gonadotrofinas (GnRH), produzido no hipotalamo, desempenha um importante papel
regulador no controle da neuro-hormonal da reprodugdo por estimular a liberagéao
das gonadotrofinas hormonio luteinizante (LH) e horménio foliculo-estimulante (FSH)
secretadas pela hipofise (COUNIS et al., 2005). O LH e o FSH agem nos testiculos
regulando o potencial espermatogénico (WALKER; CHENG, 2005).

O LH se liga aos receptores de membrana nas células de Leydig e estimula a
producao de T que por sua vez difunde-se para dentro dos tubulos seminiferos. O
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principal alvo dos hormdnios que regulam a espermatogénese € a célula de Sertoli
que possui receptores para T e FSH (WALKER; CHENG, 2005).

O evento inicial na virilizagdo do trato urogenital masculino € o comego da
regressao dos ductos mullerianos, que coincide com o desenvolvimento dos corddes
espermatogénicos no testiculo fetal (GEORGE, 1996).

A virilizacdo envolve dois processos, a formacado do epididimo, do canal
deferente e das vesiculas seminais, a partir dos ductos de Wolff, e a conversao do
tubérculo genital e seio urogenital em falo, uretra e prostata. Todos esses processos
sdo mediados por androgenos secretados pelos testiculos em desenvolvimento
(GEORGE; WILSON, 1994).

Apos se diferenciarem, as células de Leydig fetais iniciam a sintese de T, que
sera essencial para a manutengéo e desenvolvimento dos ductos de Wolff (DREWS,
1998; REY, 1999).

A producédo de testosterona testicular € ativada no rato em desenvolvimento
no utero e atinge o maximo entre o 18° e 19° dia de prenhez (WARREN;
HALTMEYER; EIK-NES, 1973). No periodo fetal, a concentragdo intratesticular de T
atinge seu pico no periodo final, declinando rapidamente apds o nascimento, talvez
refletindo a auséncia das gonadotrofinas provenientes da placenta (LEE et al.,
1975).

A concentragao intratesticular de T eleva-se novamente na puberdade,
permanecendo estavel durante toda vida adulta. Na puberdade, a elevacdo da
concentracado intratesticular de T promove a maturacido da célula de Sertoli, a
inibicdo da producdo de AMH e o inicio da espermatogénese completa (CHEMES et
al., 2008); REY et al., 2009).

Ja a concentragao plasmatica de T apresenta algumas particularidades em
relacdo a sua concentracdo intratesticular. Durante toda a fase imatura os niveis
plasmaticos de T sé&o inferiores aos intratesticulares. Observa-se um declinio nos
niveis plasmaticos de T apds o nascimento, entretanto, a elevagdo dos niveis
plasmaticos na puberdade ocorrera somente apds o aumento dos niveis

intratesticulares de T.
Ainda, existem esteroides sintéticos, como o decanoato de nandrolona (17p3-
hydroxyestr-4-en-3-on) que chamaremos de nandrolona (N). Apresenta varias agoes

semelhantes as da T pois € derivada dessa. Tem ag&o anabdlica androgénica, se
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liga ao iAR, sofre acdo da a-redutase, na préstata e no foliculo pilo-sebaceo, que
converte a T em DHT. Pode também ser aromatizada em estrogeno, atuando nos
receptores para estrégenos, por conseguinte, apresenta efeitos de feminilizagédo
(KUHN, 2002; SHAHIDI, 2001). Ainda, possui uma agédo duradoura no organismo
que permanece ativa por dias ou semanas (WILSON; GRIFFIN, 1980; WU, 1997).

1.4 Acgao Classica de Horménios Esteroides e Receptor Intracelular

Os horménios esteroides influenciam amplamente na fisiologia das células,
dos 6rgaos e dos organismos em varios aspectos. Dentre esses, os andrégenos sao
bem conhecidos por atuarem nos processos de desenvolvimento e manutencao dos
orgaos reprodutores masculinos, ciclo capilar e musculo esquelético (WILSON,
1999).

A maioria das ag¢des dos andrégenos sao mediadas por um unico receptor
nuclear, o iAR, uma proteina nuclear com 110 kDa, membro da superfamilia de
receptores dos horménios esteroides (MATSUMOTO et al., 2008; SMITH; WALKER,
2014), que inclui receptores de hormoénio tireoideos, de acido retinoico e de vitamina
D (DETERA-WADLEIGH; FANNING, 1994). Essa superfamilia provavelmente
evoluiu a partir de um unico ancestral que existia 500 — 830 milhdes de anos atras
(GUREL; LIVSHITS, 2003).

O receptor intracelular de andrégenos possui dois ligantes, a T e seu mais
potente metabdlito, a Sa-diidrotestosterona (DHT) (MATSUMOTO et al., 2008). O
mecanismo classico genémico da sinalizacdo de androgenos ocorre quando um dos
ligantes se difunde através da membrana plasmatica da célula ligando-se ao iAR
localizado no citosol ou no nucleo da célula. Sem o seu ligante, o iAR fica localizado
no citoplasma celular onde é associado com proteinas de choque térmico (HSP) (HE
et al., 1999, 2000; LOY et al., 2003).

A mudancga de conformagdo no receptor ocorre quando ha a ligagdo com
androgenos. Com essa mudanga, o resultado é a dissociagdo do receptor com a
HSP. O complexo hormdnio-receptor é translocado até o nucleo onde se liga a uma
sequéncia especifica no DNA, resultando em recrutamento de coativadores, como a
filamina-A e a importina, que se ligam ao sinal de localizagdo nuclear do iAR,
facilitando a dimerizag&o nuclear e a expresséo génica (CUTRESS et al., 2008). S&o
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necessarios, de 30 a 45 minutos para ocorrer alteracdo da expressdo génica, e
horas ou até mesmo dias para a produgdo de novas proteinas (FORADORI;
WEISER; HANDA, 2008; LOSEL et al., 2003; WALKER, 2010).

A expressao de iAR no nucleo de células mioides peritubulares e de células
de Leydig ocorre desde o inicio da vida fetal (REY et al., 2009). No periodo pos-
natal, em ratos da linhagem Sprague Dawley, foi observada imunorreatividade
referente ao iIAR nas PMC e nas células de Leydig, ja nas células de Sertoli, é
observada discreta imunorreatividade a partir do 5° dpn (BREMNER et al., 1994,
YOU; SAR, 1998). A auséncia de expressao do receptor intracelular de andrégenos
nas ceélulas de Sertoli (DA ROSA et al., 2015) diverge da elevada concentragao
intratesticular de T, proveniente da placenta, que atinge seu pico no final do periodo
fetal (LEE et al., 1976; TAPANAINEN et al., 1984).

Ha uma alta porcentagem de genes nas células de Sertoli que parecem
serem regulados em resposta a sinalizagdo de T (SMITH; WALKER, 2014).
Ademais, a ligagao entre o horménio e o iAR diminui a proliferacdo das células de
Sertoli, in vitro, e consequentemente leva ao término precoce da fase de maturacao
dessas células (BUZZARD; WREFORD; MORRISON, 2003). Rey e colaboradores
(2009) sugerem que o periodo de insensibilidade da célula de Sertoli aos
androgenos aparenta proteger as células da maturagao precoce, importante fator de
protecao a funcionalidade futura dessas células.

A expressao de iAR mantém-se constante durante a vida adulta de um rato,
tanto nas PMC quanto nas células de Leydig (REY et al., 2009). Em um estudo, as
células germinativas ndo expressaram iAR em qualquer idade (BREMNER et al.,
1994), porém, outro estudo sugeriu que a expressado de iAR nas células de Sertoli
apresenta significativas variagdes durante os estagios do ciclo dos tubulos
seminiferos (SMITH; WALKER, 2014). De qualquer forma, identificaram que a
expressao de iAR nas células de Sertoli ndo parece ser crucial para a
espermatogénese (SMITH; WALKER, 2014; TSAl et al., 2006).

1.5 Agao Nao-Classica de Hormoénios Esteroides e Receptor de Membrana

Das duas possibilidades de agdo dos hormdnios esteroides, a via nao-
classica € caracterizada por rapido evento que conduz a ativagdo de cascatas de
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sinalizagao citosolicas normalmente desencadeadas por receptores de membrana
(SHIHAN; BULLDAN; SCHEINER-BOBIS, 2014). Diferente do iAR, o receptor de
membrana afeta a fung&o celular por modulagdo ao nivel de segundos mensageiros
(FALKENSTEIN et al., 2000).

Nas ultimas décadas, tém sido identificadas e descritas diversas fungdes dos
receptores de membrana para progesterona (mPR) e para estrogenos, o receptor de
estrogénio acoplado a proteina G (GPER-1). Entretanto, os receptores de
membranas de androgenos (mAR), que também exercem agdes nao classicas em
varios tipos de células, ainda ndo foram identificados (THOMAS et al., 2014). O
GPRCG6A tem sido indicado como um receptor de membrana de andrégenos, sendo
gue a remocgao da proteina Gi acoplada ao receptor provoca feminizagao testicular
em camundongos machos, porém este efeito € inespecifico (Pl et al., 2008; WANG,;
LIU; CAO, 2014).

S&o descritas duas vias de sinalizagdo nao-classica, nas quais o complexo
receptor-ligante ou o andrégeno ativam a via de sinalizagéo citoplasmatica (O'HARA;
SMITH, 2015). Essa sinalizagdo pode ser por ativagdo de cascata MAPK e
fosforilagdo do CREB ou por despolarizagao que causa influxo de calcio nas células
de Sertoli (WALKER, 2010).

A T se liga ao iAR e medeia a fosforilagdo das enzimas cinases Src, cascata
MAPK e CREB. O iAR se aproxima da membrana plasmatica quando ha estimulo da
T, ocorre a formagdo do complexo receptor-ligante intracelular. O complexo se liga
ao Src, este é capaz de ativar o EGF (fator de crescimento epidermal) que estimula
a cascata MAPK, ativando a cinase-p90 que por sua vez fosforila o fator de
transcricdo CREB que regula genes como a lactato desidrogenase-A (LDH-A) e o
EGF-1, em 15 minutos (SMITH; WALKER, 2014; WALKER, 2010). A fosforilagdo do
CREB nédo é capaz de ser induzida nem pelo estradiol nem pela progestina,
confirmando que a T €& o principal esteroide nas células de Sertoli (LOSS;
JACOBUS; WASSERMANN, 2011; WALKER, 2010).

Essa via é de extrema importancia pois mantém processos cruciais para a
reproducdo como a formagao e manutengao da BHT, adesio das células de Sertoli
as células germinativas e regulagdo da espermatogénese (SHUPE et al., 2011,
SMITH; WALKER, 2014).
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A outra via descrita € a mediada pelo influxo de calcio. Esse em células de
Sertoli isoladas é observado em 20-40 segundos em resposta a T (GORCZYNSKA;
HANDELSMAN, 1995). Estudos demonstraram que o U73122 (inibidor da
fosfolipase C) e a toxina pertussis (inibidor da proteina G) bloqueiam a
despolarizacédo do potencial de membrana em células de Sertoli e o influxo de calcio
mediado pela T (LOSS et al.,, 2004). Esses achados sugerem que o efeito de
estimulagcdo da T cause ativagdo de um receptor acoplado a proteina G (GPCR)
nao-identificado.

O calcio, importante segundo mensageiro intracelular, pode exercer diversos
efeitos sobre o citoesqueleto da célula de Sertoli (BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP,
1998), influenciando aspectos como mobilidade celular e adesdo entre células de
Sertoli e células germinativas (LOSS et al., 2004), fatores esses que influenciam
diretamente na fertilidade (WALKER, 2010).

O hormoénio T interage com uma estrutura que tem caracteristicas de um
receptor acoplado a proteina G na membrana plasmatica. Esse complexo receptor-
ligante ativa a fosfolipase C (PLC) que cliva o fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP2)
em inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) (RAHMAN; CHRISTIAN, 2007;
WALKER, 2010; WASSERMANN; LOSS, 2004).

A PLC é ativada por um andrégeno que reduz o PIP, na membrana. Esse
libera a ag&o inibitéria do ATP sobre o canal de K mediado por ATP (K'atp)
fechando-o. Sob agdo desse fechamento, a corrente ibnica ao longo da membrana
celular diminui e a membrana da célula de Sertoli despolariza (Figura 3).
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Figura 3: Via de sinalizagdo n&o-classica por agao da testosterona e da nandrolona
nas células de Sertoli. Fonte: adaptado de Loss et al., 2011.

Como resultado, os canais de calcio dependentes de voltagem (VDCC) se
abrem, permitindo o influxo de calcio e aumentando a resisténcia da membrana das
células de Sertoli (VON LEDEBUR et al., 2002). Tanto a T como a N promovem
aumento da resisténcia da membrana das células de Sertoli em ratos imaturos
(CAVALARI et al., 2012; DA ROSA et al., 2015; VON LEDEBUR et al., 2002).

Nos VDCC foi observado que com a perfusao de verapamil, um bloqueador
desses canais, ocorre um bloqueio parcial da despolarizacdo provocada pela T
(CAVALARI et al., 2012; VON LEDEBUR et al., 2002) e pela N (CAVALARI et al.,
2012).

Vias similares da T mediadas pelos canais de calcio tém sido descritas em
outras células como nos osteoblastos, nos macrofagos, nas células prostaticas e nos
miotdbulos (BENTEN et al., 1999; ESTRADA et al.,, 2003; LIEBERHERRT;
GROSSE, 1994).

Existem farmacos como a glibenclamida e a tolbutamida que bloqueiam os
K'atp € produzem uma despolarizagdo semelhante a produzida pela T (VON
LEDEBUR et al., 2002). Ademais, o inibidor da fosfolipase C, U73122, e o inibidor da
proteina G, toxina pertussis, bloqueiam a despolarizagado do potencial de membrana
das células de Sertoli e o influxo de calcio mediado pela T (LOSS et al., 2004).
Esses achados sugerem que o efeito da estimulagdo da T ocorre por uma via nao-
classica, causando ativagcao de um receptor acoplado a proteina G nao-identificado.

Foi demonstrado por nosso laboratério que quando a flutamida, um
bloqueador do iAR, € perfundida na solugdo HBSS, a despolarizagdo do potencial de
membrana tanto com a aplicagdo de T (1 uM) quanto a de N (1 uM) ocorre
normalmente, mais uma vez sugerindo que a resposta eletrofisiolégica ndo depende
somente do iAR (CAVALARI et al., 2012).

Muitos mecanismos s&o propostos para explicar a resposta rapida aos
androgenos, tais como, translocagdao de um receptor, da familia dos receptores
nucleares, para a membrana plasmatica (HEINLEIN; CHANG, 2002), modificagdes
dos canais iGnicos em decorréncia de efeitos ndo-especificos de andrégenos
(LOSEL et al., 2003) e um GPCRGA. Esse ultimo esta envolvido com atividades
anabdlicas em diversos tecidos e 6rgaos, como pulmdes, figado, bago, coracéo, rins,
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musculo esquelético, cérebro e ossos (HARNO et al., 2008; LUCAS-HERALD et al.,
2017; Pl et al., 2008).

O GPCRG6A foi identificado como membro da familia C dos GPCR, sendo
relatado como um receptor sensivel ao calcio (CASR) (KUANG et al.,, 2005;
WELLENDORPH; BRAUNER-OSBORNE, 2004). Além disso, € provavel receptor
envolvido no mecanismo extracelular sensivel ao calcio em osteoblastos (Pl et al.,
2000) e esta envolvido no metabolismo de energia em osteocalcina (LEE et al.,
2007). Em camundongos knockout para o GPCRG6A, estda demonstrado que essa
deficiéncia esta associada com feminizacao, redu¢cado do tamanho testicular, reducao
do peso da vesicula seminal e reducao dos niveis de T (Pl et al., 2008).

A resposta rapida para esteroides ocorre ndo s6 com androgenos, mas com
outras substéncias como a progesterona, o estradiol, a aldosterona, o retinol e a
triiodotironina (T3) (WEHLING, 1997). Essa resposta rapida da agc&o n&o-classica
nao estda s6 atuando como complementar a via classica como se acreditava
anteriormente (SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002), mas também, deve abranger
a regulagdo desta ultima, visto que a ativagdo de enzimas cinases na via n&o-
classica pode resultar em regulagédo da transcrigao génica (SMITH; WALKER, 2014,
WALKER, 2010).

Apesar de ja terem sido demonstrados varios mecanismos de atuag&o da via
nao-classica dos andrégenos, o receptor propriamente envolvido nessa via de
sinalizagao ainda nao foi identificado.

Alguns achados reforcam que ha um receptor de membrana especifico para
os andrégenos que age independentemente ao iAR, pois bloqueadores deste ultimo,
flutamida e ciproterona, ndo anulam a via de sinalizagdo nao-classica dos
androgenos, corroborando com a teoria de que existe um receptor de androgénos na
membrana de células de Sertoli (CAVALARI et al., 2012; DA ROSA et al., 2015; DE
CASTRO et al., 2013; THOMAS et al., 2005).

Ademais, foi identificada a presenca de mAR em ovarios da espécie de peixe
corvina (BRAUN; THOMAS, 2004), em células T provenientes do bago (BENTEN et
al,, 1999), em células endoteliais (FIGUEROA-VALVERDE et al., 2002), em
macrofagos (GUO et al., 2002) e em cardiomidécitos (VICENCIO et al., 2006).

Nos ultimos anos, pesquisadores utilizando técnicas similares as que

identificaram o mPR também identificaram uma proteina 7-transmembrana que pode
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ser forte candidata a ser o mAR (BERG et al., 2014; THOMAS et al., 2014). Esta
proteina tem alta afinidade aos andrégenos, apresentando baixa ou nenhuma
afinidade aos demais esteroides (THOMAS et al., 2014).

Trabalhos mais recentes demonstraram que a T estimula a cascata de
sinalizagdo nao-classica nas células de Sertoli por interagdo com o ZIP9, um
transportador de zinco ligado ao IRT (transportador regulado por metal). Utilizando
um silenciador do ZIP9, os pesquisadores constataram que a cascata de sinalizagao
induzida pela T é prejudicada (BULLDAN et al., 2016; SHIHAN et al., 2015).

1.6 Transportador de zinco

O zinco (Zn) € conhecido por ser um elemento essencial para a vida. Nos
sistemas biologicos, esta presente em formas idnicas, se liga a proteinas, é cofator
de mais de 300 enzimas, € requerido para a funcdo de mais de 2000 fatores de
transcricdo e desempenha importante papel na manutencéo do equilibrio fisioldgico
(JEONG; EIDE, 2013; KAMBE et al., 2015; YAMAGUCHI et al., 2009).

Este elemento esta envolvido em varios processos biologicos (JACKSON;
LOWE, 1992), tais como, manutengdo da integridade de membrana (BETTGER;
O'DELL, 1993), sintese de DNA, proliferagdo celular, imunocompeténcia
(CHESTERS; PETRIE; LIPSON, 1993), manutengdo das células germinativas,
progressdo da espermatogénese e regulacdo da motilidade espermatica
(CROXFORD; MCCORMICK; KELLEHER, 2011; YAMAGUCHI et al., 2009).

A deficiéncia de zinco em ratos compromete as fases da espermatogénese,
dimunui a produgédo de T (OMU et al., 2015), induz a atrofia dos tubulos seminiferos
e afeta a diferenciagdo das espermatides (MERKER; GUNTHER, 1997; VALLEE;
FALCHUK, 1993). Por outro lado, a suplementagdo de zinco corrigiu o déficit de
zinco, retomando a espermatogénese normal (OMU et al., 2015). Além disso, a
desintegragdo da homeostase do zinco esta associada com diversas doengas, como
diabetes, cancer e doengas imunes (FORMIGARI; IRATO; SANTON, 2007,
FRANKLIN et al., 2005; FUKADA; KAMBE, 2011; JANSEN; KARGES; RINK, 2009).

As proteinas transportadoras de zinco sdo membros da superfamilia SLC de
transportadores de metais, e sdo divididas em duas familias. O ZIP (SLC39A)

definido como ZRT ou proteina IRT € a principal familia de transportadores de zinco
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(NISHIKAWA; MORI; HARA, 2017), regulam a entrada de zinco para o espago
intracelular e para os depositos intracelulares (THOMAS; CONVERSE; BERG,
2017). Sao designados em 14 subfamilias, de ZIP1 a ZIP14 (KAMBE et al., 2015). A
familia SLC30 dos transportadores de zinco (ZnT) controla a exportacdo desse
elemento a partir da célula (KAMBE et al., 2015; THOMAS et al., 2014).

Contudo, a despeito da relevancia na manutengdo da homeostase do zinco e
na mediacdo das vias de transdugao de zinco que controlam as fungdes vitais das
células, as fungdes e modo de atuagédo do ZIP ndo sdo bem conhecidas (JEONG,;
EIDE, 2013; THOMAS et al., 2014).

A subfamilia ZIP9 esta localizada no complexo de Golgi e na superficie celular
(MATSUURA et al., 2009; THOMAS et al., 2014). Pesquisadores sugerem que o
complexo de Golgi, em receptores das células B em galinhas, tem papel
fundamental na sinalizag&o da regulacéo da atividade da ERK, translocando o zinco
a partir do complexo de Golgi o que aumenta a concentragdo de zinco intracelular
(TANIGUCHI et al., 2013).

Por fim, estudo recente revelou que um receptor de esteroides intervém na
resposta celular, sob estimulo da T, através do aumento das concentracbes
intracelulares de zinco, além de ativar a sinalizagdo da proteina G, e que a apoptose
€ dependente de ambas vias (THOMAS; CONVERSE; BERG, 2017). Esses achados
revelam que o receptor de esteroides e a sinalizagdo do zinco estdo intimamente
relacionados.

A partir da descoberta da presenca de um mAR em células de ovarios do
peixe corvina (BRAUN; THOMAS, 2004), a analise da sequéncia do cDNA desse
peixe mostrou ter alta afinidade de nucleotideos e de sequéncias de aminoacidos
com o ZIP9 (BERG et al., 2014).

Além disso, foi demonstrado que a sequéncia de aminoacidos desta proteina
apresenta mais similaridade a proteinas de uma sub-familia de um transportador de
zinco (ZIP9) do que a um GPCR classico (PASCAL; WANG, 2014; THOMAS et al.,
2014).

Ao utilizar um quelante de zinco, foi possivel bloquear a sinalizagdo do
receptor de membrana de andrégenos, assim como, a aplicagado de bloqueadores da
ERK, proteina cinase regulada por sinais extracelulares, bloqueou 0 mAR (THOMAS
et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o envolvimento do receptor ZIP9 nos efeitos de membrana de células
de Sertoli produzidos em resposta a aplicacdo de testosterona e de nandrolona.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o papel do quelante de zinco TPEN, nas concentragdes de 10 nM, 20
nM e 40 nM, sobre o potencial de membrana das células de Sertoli de ratos entre o
12° e 0 15° dia pds-natal (dpn);

- Avaliar o papel do quelante de zinco TPEN, nas concentragdes de 10 nM, 20
nM e 40 nM, sobre a resposta eletrofisiolégica da testosterona e da nandrolona em
tubulos seminiferos isolados de testiculos de ratos entre 0 12° e 0 15° dpn.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos entre 0 12° e o 15° dpn, da espécie Rattus
norvegicus, linhagem Wistar, provenientes do Centro de Reprodugéo e
Experimentacédo de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS.

No CREAL, os animais eram retirados da mae e imediatamente eutanasiados
por deslocamento cervical. Os testiculos eram colocados no tamp&o HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution) mantido em gelo, e transportados para o ICBS (Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude) da UFRGS.

3.2 Substancias utilizadas

Decanoato de nandrolona: Schering-Plough (Sao Paulo, SP, Brasil). Deca-Durabolin,
ampola 50 mg. Horménio esteroide sintético derivado da testosterona, com agéo
androgénica e anabdlica (Figura 4).

0
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CH, 0" (CH,);CH,

O
Figura 4: Estrutura molecular do decanoato de nandrolona.

DMSO: Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Dimetilsulféxido. D-8779. Solvente

polar.



30

Testosterona: Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). 17p-Hydroxy-3-oxo-4-
androstene, 17B-Hydroxy-4-androsten-3-one, 4-Androsten-17p3-ol-3-one, trans-

Testosterone, PM 288,42. Hormdnio esteroide com agao androgénica e anabdlica
(Figura 5).

CH; OH

CHj,

O
Figura 5: Estrutura molecular da testosterona.

TPEN: Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). N,N,N’,N’-Tetrakis(2-
pyridylmethyl)ethylenediamine, PM 424,54. Quelante de zinco permeavel a

membrana; diminui o nivel intracelular de zinco.

3.3 Solugoes

O tampao HBSS, utilizado tanto para o acondicionamento/transporte dos
testiculos quanto para o experimento de eletrofisiologia, era preparado a partir de
solucdes estoque, conforme Tabela 1. O primeiro era preparado um dia antes do

experimento e o segundo imediatamente antes da realizagdo dos experimentos.

Todos os reagentes eram de pureza “pré-anadlise” (P.A) da E. Merck
(Darmstadt, Alemanha), exceto o HEPES proveniente da Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, MO, EUA). Para o preparo do tampao foram misturados volumes iguais de
cada solugao estoque, conforme Tabela 1, e o HEPES, que era pesado e diluido em
agua destilada (até completar o volume desejado), no momento da preparagdo do
tampdo. O pH da solugdo era aferido através de pHmetro e ajustado em 7,4
acrescentando-se NaOH (0,1 N). A solugao era filtrada em papel filtro e mantida em

gelo até o inicio do experimento.
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Tabela 1 - Composigdo e concentragdo dos reagentes presentes nas solugdes
estoque e final para tampéo HBSS

Concentragao
Solugao Estoque Solugao Final

NaCl 2,9M 145 mM
KCI 34,3 mM 4,6 mM
CaCl; 32 mM 1,6 mM
MgCl, 32 mM 1,6 mM
Glicose 110 mM 5,5 mM

NaHCO3 100 mM 5 mM
HEPES i 10 mM

A T era pesada em balanca analitica, reconstituida primeiramente em DMSO
(solugdo A) e posteriormente em HBSS (solugédo B), produzindo solugdo com 1 uM

de concentragéo final.

A N era diluida primeiramente em DMSO (solugdo A) e posteriormente em

HBSS (solugéo B), produzindo solu¢do com 1 uM de concentragao final.

O TPEN era reconstituido em DMSO, preparado em solugcdo estoque e a
partir dessa diluido em HBSS nas concentragcdes de 10 nM, 20 nM e 40 nM, feitas

no dia do experimento.

Em todas solugdes a concentracdo de DMSO nao ultrapassou 0,1% na
solugao final.

3.4 Técnica eletrofisiolégica de registro intracelular

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical nas dependéncias

do CREAL. Os testiculos foram imediatamente removidos por incisdo abdominal e
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colocados em solugdo HBSS mantida no gelo. Apds o transporte, no laboratério, os
testiculos foram descapsulados e cuidadosamente estirados para expor 5 a 10
tubulos seminiferos que foram fixados no fundo de uma camara de perfusao com um

fio ortodontico (Figura 6).

Figura 6: Placa da cdmara de perfusdo com tubulos seminiferos estirados ao fundo
(setas brancas).

A placa da camara de perfusdo era entdo levada ao microscopio invertido
(Inverted Microscope Diaphot — TMD, Nikon Instruments Inc. Melville, NY, EUA) e
conectada ao sistema de perfusdo com HBSS. O HBSS mantido em banho a 36°C
perfundia os tubulos com fluxo de 1 mL/min com auxilio de uma bomba peristaltica
(Rainin Instrument Co. Inc. — Dynamax, modelo RP-1). Esse HBSS recebia perfusédo
de carbogénio para oxigenagcdo adequada do testiculo estirado, assim como os
testiculos ndo estirados que também ficavam em HBSS com perfusdo de
carbogénio. O HBSS ficava 30 minutos perfundindo a camara antes do inicio dos

registros.

Apés esse periodo, uma célula de Sertoli era empalada com um microeletrodo
de vidro, sob controle visual no microscopio invertido. A movimentacdo mecanica do

eletrodo para aproximagdo da célula e empalhamento era realizado por um
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micromanipulador mecanico (Narishige — Japao), capaz de executar movimentos

macros e micros nos trés eixos.

O potencial de membrana das células de Sertoli empaladas foi registrado com
o uso de microeletrodo, preenchido com KCI (3 mol/L), com resisténcia de 15 a 25
MQ. Esse microeletrodo estava conectado a um amplificador intracelular (Intra 767,
WPI Inc UK), que permite o monitoramento do potencial de membrana da célula
através de um osciloscopio (TDS 200 Tectronic, Inc).

Os dados foram armazenados em um computador através da placa de
aquisicdo de dados (TDS 210 Tectronix) e do programa Wave Star (Lite versao
1.0.10, 1996 Tectronix, Inc). Pulsos de corrente quadrados (0,5 nA, 0,5 Hz e 200 ms)
foram aplicados através de eletrodo de registro por um estimulador de pulso de
corrente (S48K Astromed, Grass Instruments) (Figura 7).

Tubulos seminiferos imaturos

Microeletrodo

’/PM = -44+0,5 mV

RM = 9,3+0,7 MQ

Ratos de 1 \
dias de idad

—

ocludentes

Figura 7: Representacdo esquematica da técnica eletrofisiologica em tubulos
seminiferos de ratos com a média dos valores basais de potencial de
membrana (PM) e resisténcia da membrana (RM). Fonte: adaptado de Loss et
al., 2011.

Foram utilizadas apenas células que apresentassem potenciais de membrana

entre -30 mV e -60 mV, uma vez que, de acordo com trabalho anterior do
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laboratorio, esse potencial de membrana € comumente registrado em células de
Sertoli (LOSS; JACOBUS; WASSERMANN, 2011).

Apoés a estabilizagdo do potencial de repouso da célula (Figura 8) por pelo
menos dois minutos, os horménios eram aplicados topicamente a camara de
perfusdo (Figura 9), sendo registrado o potencial apds a aplicagéo por pelo menos
cinco minutos. Para verificar se o veiculo da T e da N produz algum efeito no
potencial de membrana de células de Sertoli foi utilizado somente o DMSO (Figura
10). Os hormdnios T ou N foram aplicados topicamente a camara de perfusdo no
tempo zero para avaliar o efeito dos androgenos, no potencial de membrana de
células de Sertoli de ratos imaturos (Figura 11).

O TPEN, nas diferentes concentracbes, foi acrescentado ao HBSS e
perfundido na camara de perfusdo nos grupos experimentais antes da aplicagao dos
horménios. Apos a perfusdo do TPEN, o potencial foi registrado, por pelo menos
cinco minutos, para observar a produgdo de alguma alteracdo no potencial de
membrana das células de Sertoli (Figura 12). Para verificar se o quelante de zinco
produz algum efeito no potencial de membrana de células de Sertoli, foi utilizado
somente o TPEN, nas diferentes concentragdes, precedido e lavado posteriormente
por HBSS (Figura 13).

43 WWW_
10 mVL
10s

Figura 8: Representacdo de um registro de controle de uma célula com
potencial de repouso de -43 mV. Os tragos verticais correspondem a
resisténcia da membrana a aplicacéo de pulsos de 0,5 nA.
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Figura 9: Aplicagao topica dos horménios diretamente na camara de perfuséo.

DMSO

l
1 Tr T T T 7T 1

-120" -60" 0 60" 120" 180" 240" 300"

\ )
Y

Estabilizagdo do
Potencial de Membrana

Figura 10: Desenho experimental da técnica eletrofisiolégica de registro
intracelular. Avaliacdo do efeito do DMSO, no potencial de membrana de
células de Sertoli de ratos imaturos; n = 8.
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Figura 11: Desenho experimental da técnica eletrofisiolégica de registro
intracelular. Avaliacdo do efeito da testosterona ou da nandrolona, no
potencial de membrana de células de Sertoli de ratos imaturos.

Testosterona ou

Nandrolona
1 TPEN
-120" -60" 0 60" 120" 180" 240" 300"

Y

Estabilizagdo do
Potencial de Membrana

Figura 12: Desenho experimental da técnica eletrofisiolégica de registro
intracelular. Avaliacdo do efeito da testosterona ou da nandrolona sob
perfusdo do TPEN, no potencial de membrana de células de Sertoli de ratos

imaturos.
HBSS TPEN HBSS
| 1 1 1 | | 1 | | 1 1
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Figura 13: Desenho experimental da técnica eletrofisiolégica de registro
intracelular. Avaliacdo do efeito da perfusdo do TPEN, no potencial de
membrana de células de Sertoli de ratos imaturos.

Foram registradas e comparadas as variagdes do potencial e da resisténcia
da membrana de células de Sertoli apos a aplicagao tépica dos hormbnios.

A resisténcia da membrana sera calculada utilizando-se a lei de Ohm: | = V/R
->R=V/
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| = corrente (A- ampére)
V = voltagem (V- volts)
R= resisténcia (Q- ohms)

Resisténcia da membrana = voltagem registrada no osciloscépio/pulso de
corrente aplicado (0,5 nA).

A voltagem registrada no osciloscopio esta relacionada com o valor de
resisténcia correspondente ao tragado vertical, obtido no registro do potencial de
membrana da célula em decorréncia do pulso de corrente aplicado. O pulso de
corrente aplicado é de 0,5 nA.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi utilizada ANOVA para medidas repetidas,
seguida do pos-teste de Bonferroni. A analise estatistica foi realizada utilizando o
software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Sdo Diego, Califérnia, EUA,
www.graphpad.com). O nivel de significancia estatistica foi definido com p<0,05.
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5 BIOSSEGURANGA E DESCARTE DE RESIDUOS

Durante a execucdo dos experimentos propostos, o0s pesquisadores
envolvidos utilizaram luvas de procedimento e aventais para sua propria protecéo.
Quando necessario foram utilizadas mascaras cirurgicas e oculos de protegao.

O descarte de residuos nao téxicos, por exemplo, as solugdes salinas que
nao foram utilizadas, foram realizadas no esgoto comum.

As carcagas dos animais foram congeladas no proprio CREAL e os demais

residuos bioldgicos foram congelados e entregues ao CREAL a partir do ICBS.
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6 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFRGS sob o numero 29644.

Os animais foram eutanasiados antes de se iniciar qualquer procedimento. A
eutanasia € o processo no qual um ser vivo € levado a morte sem dor. A técnica de
deslocamento cervical € uma manobra rapida em que ha o rompimento da medula
espinhal, que em segundos leva o animal a perda total de sensibilidade e a morte
(RHODEN, 2006). Desta forma, entendemos que o grau de sofrimento ao qual os
animais foram submetidos € minimo.

De acordo com o Guia de Severidade de Procedimentos Cientificos da
UFRGS todos os procedimentos s&o classificados como leves. Essa classificagao
reflete o grau de dor, sofrimento, incbmodo ou prejuizo duradouro a ser

experienciado pelo animal durante a execugao dos procedimentos.
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