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RESUMO

A atividade secretdria das células de Sertoli é dependente das funcdes
dos canais i6nicos e da sintese de proteinas e é essencial para a
espermatogénese. Além das acGes gendmicas dos hormdnios tiredideos
(HT), acGes ndo-gendmicas da tiroxina (T,) e do 3,5,3’-L-triiodotironina
(T3) sédo relatados em testiculos de ratos imaturos. O objetivo deste
trabalho foi estudar o mecanismo de acdo do T, no transporte de
aminoacidos e investigar a funcdo do receptor de integrina neste evento.
Também, esclarecer se o efeito estimulatério do T, no transporte de
aminoacidos e a captacdo de Ca®* culminam em secrecdo celular.
Descrevemos que o efeito estimulatério do T, no transporte de
aminoacidos parece ser mediado por um receptor de integrina presente
na membrana plasmatica, ja que o tetrac (inibidor da acdo do T, na
integrina), assim como o peptidio RGD (bloqueador da ligagdo do T4 ao
receptor o,fB3) foram capazes de anular o efeito do horménio. Além
disso, 0 T, aumenta a captacdo de Ca®* e o Ca®" intracelular aumenta a
atividade nuclear, mas esta acdo gendmica parece ndo influenciar na
funcéo secretoria das células de Sertoli iniciada pela interacdo do T, ao
receptor de integrina. Além do mais, o citoesqueleto e 0s canais de
cloreto do tipo CIC-3, envolvidos na secrecdo celular, contribuem para
as respostas rapidas das células de Sertoli que culminam na exocitose.
Uma importante conclusdo deste trabalho é que as vias de sinalizacédo
ativadas pela interacdo do T, ao receptor de integrina convergem para
determinar respostas rapidas das células de Sertoli, como a exocitose. A
compreensdo do mecanismo pelo qual o T4 promove o evento rapido de
secrecdo celular, e independe da atividade nuclear, € um campo de
investigacdo e pode levar a identificacdo de novos alvos terapéuticos.

Palavras-chave: T4, testiculos, transporte de aminoacidos, integrina
oyPs, células de Sertoli, exocitose, mecanismo ndo-genémico.






ABSTRACT

Sertoli cell secretory activities are highly dependent on ion channel
functions, protein synthesis and are critical to ongoing spermatogenesis.
Beyond the genomic actions of thyroid hormones, also nongenomic
actions of thyroxine (T,) and 3,5,3"-L-triiodothyronine (T3) are reported
in immature rat testis. The aim of this work was to study the mechanism
of action of T4 on amino acid accumulation and to investigate the role of
integrin receptor in this event. Also, to clarifz/ if the stimulatory effect of
T, on amino acid accumulation and on Ca*" influx culminates in cell
secretion. We described that the stimulatory effect of T4 on amino acid
accumulation appears to be mediated by plasma membrane integrin
receptor since tetrac (an inhibitor of T, action at the integrin), as well as
RGD peptide (blocker of T4 binding on B3 receptor) were able to
nullify the hormone effect. In addition, T, increases Ca** uptake and
Ca?* from intracellular stocks augment nuclear activity, but this genomic
action seems not influence Sertoli cell secretory function mediated by
Ts-integrin interaction. In addition, at least cytoskeleton and CIC-3
chloride channel, involved in cell secretion, contribute to rapid
responses of Sertoli cells that culminates in exocytosis. An important
conclusion of our studies is that signaling pathway activated by T,
integrin receptor ultimately converges to determine rapid responses in
Sertoli cells, exocytosis. Understanding the mechanism by which T,
disconnect rapid cellular secretion from nuclear activity is an important
field of investigation and may lead to the identification of new targets
for drug discovery.

Keywords: T4, testis, amino acid transport, a,f3 integrin, Sertoli cells,
exocytosis, nongenomic mechanism.
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1.  INTRODUCAO

1.1 Hormoénios Tireoideos

Os hormonios tireoideos (HT) sdo essenciais para o
desenvolvimento e crescimento pré e pos-natal de muitos 6rgdos e
exercem papel essencial na diferenciagdo celular e regulagdo do
metabolismo. Nos humanos, esses horménios sdo importantes para o
normal desenvolvimento do sistema nervoso central e dos sistemas
pulmonar e cardiovascular (PATRICK, 2009), sistema reprodutor
(JANNINI et al., 1995; HOLSBERGER et al., 2005) e outros 6rgaos.

A glandula tiredide produz os horménios L-tiroxina (3,3',5,5'-
tetraiodotironina; L-T,), triiodotironina (3,3',5-triiodo-L-tironina; T3) e
Ts reverso (3,3',5'-triiodo-L-tironina; Tsr), sendo T4 o produto secretado
em maior quantidade (KOHRLE, 1999; MORENO et al., 2008;
SCAPIN et al., 2010). Trés deiodinases regulam a producdo local e a
disponibilidade sistémica dos HT. Estas 3 enzimas constituem um grupo
de proteinas diméricas de membrana que podem ativar ou inativar o0s
HT, dependendo se agem nos anéis fenolicos ou tirosinicos das
iodotironinas, respectivamente (KUIPER et al., 2005).

A deiodinase tipo | (D1; 5’-deiodinase) € capaz de deiodinar
0s anéis tirosinico (interno) e fendlico (externo) do horménio, entdo ela
pode converter T4 em T3 ou Tar e pode produzir 3,3’-T, a partir do Tz ou
Tar (Figura 1) (GEREBEN et al., 2008). Estudos mostraram que a D1 é
uma proteina de membrana e que o sitio ativo encontra-se no citosol das
células (TOYODA et al., 1995). Em mamiferos, é expressa na glandula
tiredide, pituitaria, intestino e placenta (ST GERMAIN; GALTON,
1997; BIANCO et al., 2002), particularmente em ratos, € expressa no
sistema nervoso (VISSER et al., 1982; CAMPOS-BARROS et al.,
1996).

A deiodinase tipo Il (D2; 5’-deiodinase) cataliza a conversao
de T, para T3, € como a mesma age no anel fendlico, ela também
converte Tsr em 3,3’-T, (Figura 1). Esta deiodinase apresenta uma
funcdo crucial na regulacdo dos niveis intracelulares de T3 e é uma
proteina residente no reticulo endoplasmatico, sendo que a por¢do N-
terminal esta localizada no limen do reticulo e o dominio catalitico
globular no citosol (BAQUI et al., 2000; CURCIO et al., 2001). D2 é
expressa na glandula pituitaria, cérebro, tecido adiposo marrom,
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gbnadas, glandula pineal e timo de ratos, e glandula maméria de
camundongos (GEREBEN et al., 2008).
A terceira enzima envolvida na deiodinagdo das iodotironinas
é a deiodinase tipo Il (D3; 5-deiodinase). Esta enzima remove 0 iodo
somente do anel tirosinico, portanto, € uma enzima inativadora dos HT e
analogos (KOHRLE, 1999). A D3 é uma proteina de membrana que
contém um Unico dominio transmembrana entre os residuos 16 e 41
(BAQUI et al., 2003). Esta localizacdo favorece a funcdo da D3 na
placenta, Utero e figado fetal, blogueando a passagem dos HT maternos
para o feto (GEREBEN et al., 2008). A expressdo de D3 é elevada no
figado, cérebro, gbnadas, pulmdes, coracdo, intestino e pele de embrides
(BATES; ST GERMAIN; GALTON, 1999; VAN DER GEYTEN et al.,
2001, 2002; KOHRLE, 2007). Estudos mostraram que 0 RNA
mensageiro ou as proteinas de D3 em humanos sdo detectadas no figado
fetal, cortex cerebral, e em estruturas epiteliais de pulmdo embridnico,
intestino, pele e trato urindrio (HUANG et al., 2003). Os produtos
resultantes da 5-deiodinacdo de T, e Tar, como 3,3’-T, e 3°,5’-T,
apresentam baixa afinidade pelos receptores dos HT (KOHRLE, 1999).
Enquanto os efeitos bioldgicos do T; sdo inicialmente mediados
pela interacdo do horménio com receptores nucleares, sendo estes
efeitos conhecidos como efeitos nucleares e/ou genémicos, 0 Ty, assim
como o0s metabélitos T; reverso e T,, desencadeiam efeitos conhecidos
como de membrana e/ou ndo-gendmicos, através da interacdo destes
horménios com receptores putativos presentes na membrana plasmatica.

1.2Sistema Reprodutor Masculino

O sistema reprodutor masculino é composto pelos testiculos,
vias espermaticas (epididimo, canal deferente e uretra), glandulas
anexas (prostata, glandulas bulbouretrais e vesiculas seminais) e pénis,
0s quais desempenham as seguintes funces:

e Testiculos: formados por até 900 tGbulos seminiferos
enrolados, onde é formado o esperma;

e Vias esperméticas: permitem a maturacéo, circulacdo e
liberacdo dos espermatozéides;

e Glandulas anexas e pénis: secretam o liquido que
transporta os espermatozéides (FAWCETT, 1993).
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Figura 1- Cascata de monodeiodinacdo sequencial: producédo de Ts, Tar, 3,3’-T,

e 3,5-T, pela deiodinagdo gradual do T,. A seta pontilhada indica caminho
desconhecido. Adaptado de MORENO et al., 2008.

1.2.1 Testiculos e Células de Sertoli

Os testiculos sdo 6rgdos pareados, ovoides, que em termos
funcionais e anatémicos podem ser divididos em: tecido intersticial,
formado especificamente por células de Leydig, responsaveis
principalmente pela sintese de esterdides; e tlbulos seminiferos que
constituem um ambiente adequado para as células germinativas se
desenvolverem em espermatozoides (espermatogénese) (SKINNER,
1991; FUJISAWA, 2001; SKINNER; NILSSON; BHANDARI, 2009).

O epitélio seminifero consiste de uma lamina basal, fibras
elasticas e células midides peritubulares. Estas células, também
chamadas de miofibroblastos, se situam na borda externa do epitélio
seminifero e tocam a membrana basal das espermatog6nias e das células
de Sertoli (FAWCETT, 1993). As células midides apresentam
contragdes que contribuem para 0 movimento dos espermatozdides e do
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fluido através do Iumem dos tdbulos seminiferos (JOHNSON;
THOMPSON JR; VARNER, 2008).

As duas principais funcdes que os testiculos realizam séo:
producdo de testosterona (esteroidogénese) e formacgdo de células
germinativas (espermatogénese). Estas funcbes sdo reguladas por
gonadotrofinas, o horménio luteinizante (LH), que age na producéo de
testosterona nas células de Leydig e o horménio foliculo-estimulante
(FSH) que regula as células de Sertoli nos tubulos seminiferos
(PETERSEN; SODER, 2006). Além das gonadotrofinas e testosterona
outros horménios como: HT, o sistema endocrino da 1a,25-(OH),-
vitamina D3, 0 sistema enddcrino do retinol (NORMAN; SILVA, 2001,
SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002) e horménios do crescimento
(GH) (JEGOU; SHARPE, 1993; SHARPE, 1994), modulam funcdes
criticas no processo espermatogénico.

Descrito em 1865 por Enrico Sertoli, as células de Sertoli sdo
as primeiras células somaticas a se formarem nos tubulos seminiferos,
servem de suporte — “nurse cells” - para o desenvolvimento das células
germinativas e regulam o fluxo de nutrientes e fatores de crescimento
para estas células através das juncBes ocludentes (SKINNER, 2005;
PETERSEN; SODER, 2006).

O surgimento das células de Sertoli fetais nas gbnadas
primitivas define o estagio inicial do desenvolvimento embrionario do
testiculo. Estas células expressam o gene sry, que determina o sexo
masculino da gonada (PETERSEN; SODER, 2006). Em roedores e em
humanos as células de Sertoli comecam a proliferar durante o
desenvolvimento fetal, e durante a terceira semana pos-natal o nimero
destas células aumenta 30 vezes. A taxa de proliferacdo das células de
Sertoli diminui em ratos e camundongos por volta do 5° ao 15° dias pos-
natal e a atividade minima de divisdo é detectada entre o 15° e 20° dia
poés-natal (WALKER, 2003). Durante 0 14° ao 21° dia as células de
Sertoli saem do ciclo celular, sofrem mudancas morfoldgicas, ocorre a
producdo e secrecdo de proteinas que sdo requeridas pelas células
germinativas e a barreira hemato-testicular é formada. Esta barreira
divide os tabulos seminiferos em dois compartimentos funcionais - basal
e adluminal. O compartimento basal ou exterior contém
espermatogbnias e espermatocitos preleptéteno/leptéteno, ja o
compartimento adluminal ou interior contém espermatdcitos mais
diferenciados e espermatides (Figura 2). Funcionalmente, a barreira
hemato-testicular cria um microambiente controlado, selecionando
nutrientes e fatores de diferenciacdo, assim como, forma um ambiente
imunologicamente protegido, necessario para o desenvolvimento das
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células germinativas (FRAGALE et al., 2000; PETERSEN; SODER,
2006; JOHNSON; THOMPSON JR; VARNER, 2008; WAGNER;
WAJINER; MAIA, 2008).

Tdbulo Seminifero

Célula de Sertoh> \\‘
|"O"| Espermatide
W

|"O'| Espermatocito paquiteno

| Espermatocito preleptoteno

[=]

8 - Ifo
g \

% _3 A\ 4
[=]

[

Compartimento
adluminal

Barreira hemato-testicular —

Nicdeo | Célula de Sertoli

| Espermatogdnia

>

Membrana basal
A Células Mibides
Células de Leydig Peritubulares

Figura 2 - llustragdo esquematica da estrutura das células de Sertoli adultas.
Adaptado de CHENG; MRUK, 2010.

Basal
0
>/

O numero de células de Sertoli no testiculo adulto determina o
tamanho do testiculo e a producdo diéria de espermatozoides do mesmo.
Esta relagdo ocorre porque as células de Sertoli suportam uma
guantidade fixa de células germinativas (ORTH; GUNSALUS;
LAMPERTI, 1988). Somente as células de Sertoli imaturas que
proliferam, entdo, o ndmero final destas células é determinado antes da
idade adulta. Os fatores que determinam o nimero de células de Sertoli
podem ser genéticos, mas alguns horménios sdo importantes, como o
FSH, os HT e hormdnio do crescimento (SHARPE, 1994, 1999).
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As células de Sertoli sintetizam e secretam produtos
especificos que sdo necessarios para a sobrevivéncia das células
germinativas. Entre estes produtos estdo proteinas bioativas ou de
transporte  (proteina ligadora de androgenos, transferrina e
ceruloplasmina), proteases e inibidores de proteases (ativador de
plasminogénio e proteina ciclica 2), componentes da matriz extracelular
(colageno tipo IV, laminina, proteoglicanos), metabdlitos de energia
(lactato e piruvato), fatores de crescimento, citocinas e hormdnios
(FUJISAWA, 2001). Outras funcdes desempenhadas por estas células
incluem, a fagocitose de células germinativas em degeneracéo e corpos
residuais, liberacdo de espermatides para a espermiacdo e producéo de
proteinas que regulam e/ou respondem & liberacdo do horménio do
crescimento e que influenciam na atividade mitética das
espermatog6nias (JOHNSON; THOMPSON; VARNER, 2008).

1.3 Mecanismos Gendmicos dos Hormoénios Tireoideos

O mecanismo classico de ac¢do dos HT envolve a captacdo de T,
ou T pelas células alvo, translocacdo do T3 para o nucleo das células,
ligagdo com o receptor nuclear de HT, transcricdo génica, producdo de
RNAs mensageiros especificos, traducdo de proteinas e mudancas no
contetido da célula ou secrecdo de produtos génicos especificos (Figura
3) (WU; KOENING, 2000; ZHANG; LAZAR, 2000). O hormdnio T,
pode atuar através dos receptores nucleares, mas a afinidade de ligagdo
destes receptores ao T3z € bem maior do que ao T4, assim, 0 T3 € 0
ligante natural dos receptores nucleares dos HT (DAVIS; LEONARD;
DAVIS, 2008).
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Figura 3 - llustracdo do mecanismo classico de a¢do dos HT. Adaptado de
GUYTON; HALL, 2006.
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Os receptores nucleares dos HT pertencem a uma grande
familia de receptores nucleares de hormonios, que incluem horménios
esterdides, acido retindico, vitamina D e receptor de proliferacéo
peroxissomal (YEN, 2001; MCKENNA; O’MALLEY, 2002) e sdo
derivados de dois genes, designados TRa ¢ TRp, localizados em dois
cromossomos diferentes (CHENG; LEONARD; DAVIS, 2010). Os
receptores nucleares dos HT séo fatores transcricionais que regulam a
expressdo de genes por meio da interacdo com sequéncias especificas do
DNA conhecidas como elementos responsivos ao HT (ERHTS). Estes
correspondem a sequéncias hexaméricas de nucleotideos, nas quais se
ligam nos receptores de HT. Portanto, os efeitos bioldgicos induzidos
por HT sdo mediados por estes receptores, e Vvarios subtipos de
receptores nucleares dos HT ja foram descritos: TRal, TRo2 ¢ TRa3
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originados do gene TRa, e TRB1, TRP2 e TRP3 provenientes do gene
TRB (LAZAR, 1993; WILLIAMS, 2000).

1.4 Mecanismos Nao-Gendmicos dos Hormonios Tireoideos

Por definigdo, agbes ndo-gendmicas dos HT sdo aquelas que
iniciam na membrana plasmética ou no citoplasma e sdo independentes
da sintese de proteinas (DAVIS; DAVIS; CODY, 2005). Estas acdes,
geralmente, tém um tempo de curso de segundos ou minutos e sdo
mediadas por receptores especificos presentes na membrana plasmatica
ou no citoplasma de diferentes células (SILVA et al., 2002; SCAPIN et
al., 2010; ZAMONER; PESSOA-PUREUR; SILVA, 2011).

Em células testiculares, os HT podem exercer diversas acdes
ndo-gendmicas, incluindo o acimulo de aminoacidos neutros (SILVA et
al., 2001; VOLPATO et al., 2004; MENEGAZ et al., 2006, 2010a),
fluxo de ions na membrana plasmatica (ZAMONER et al., 2005;
MENEGAZ et al., 2010a), hiperpolarizacdo das células (VOLPATO et
al., 2004; MENEGAZ et al.,, 2006), alteracdo na dindmica dos
filamentos intermediérios do citoesqueleto (ZAMONER et al., 2005),
ativacdo de vias de transducdo de sinais (ZAMONER et al., 20073,
2008a; MENEGAZ et al., 2010a) e captacdo de célcio (MENEGAZ et
al., 2010a) (Figura 4A), além da modulacdo dos niveis extracelulares de
nucleotideos (ZAMONER et al.,, 2006a). Embora existam varios
relatos de acdes extranuclearesdos HT no  sistema  reprodutor
masculino, o receptor de membrana envolvido nessas agdes ainda néo
foi identificado em células testiculares (ZAMONER; PESSOA-
PUREUR; SILVA, 2011).

Em outros tecidos, o mecanismo de ac¢do n&o-gendmico
envolve, por exemplo, a translocacdo de receptores nucleares dos HT do
citoplasma para o nucleo (ZHU et al., 1998; BUNN et al., 2001),
regulacéo do estado do citoesqueleto de actina (FARWELL et al., 2006),
insercdo e modulagio da atividade da Na',K'-ATPase na membrana
plasmética (LEI et al., 2003, 2008), regulacdo da expressdo de genes
especificos, como o fator indutor de hipoxia lo (HIF-1a) (MOELLER;
DUMITRESCU; REFETOFF, 2005) e ZAKI-4a (CAO et al., 2005)
(Figura 4B), além da modulacéo dos fons Na*, K*, Ca?" e transporte de
glicose, ativacdo da proteina cinase C (PKC), proteina cinase A (PKA) e



29

ERK/MAPK e regulagdo do metabolismo dos fosfolipideos pela
ativacdo da fosfolipase C (PLC) e fosfolipase D (PLD) (KAVOK et al.,
2001).

Uma das ag¢fes ndo-gendmicas dos HT é a modulacdo da
excitabilidade neuronal através de correntes de sodio (Ina) (POTTHOFF;
DIETZEL, 1997; HOFFMANN; DIETZEL, 2004). ConcentracGes de T;
e T, foram efetivas em aumentar o influxo de Na', resultando na
amplificacdo da despolarizacdo das células e também contribuindo para
a ativacdo da Na', K'-ATPase ou trocador Na'/H® (CRAELIUS;
GREEN; HARRIS, 1990). Além disso, Incerpi et al. (1999)
identificaram efeitos ndo-gendmicos do T; no trocador Na'/H" através
da ativacdo da via da MAPK (D'AREZZO et al., 2004), mostrados por
um aumento no pH em mioblastos e por um reduzido tempo de
recuperacdo das ceélulas depois da administracdo de acido para as
mesmas (INCERPI et al., 1999).

Através de mecanismos nao-gendmicos, estudos com células
alveolares mostraram que o Tz também pode aumentar a atividade da
Na®, K'-ATPase na membrana plasmatica, sendo que a transducdo do
sinal deste hormonio para a bomba de sddio é através da ativacdo da
MAPK (LEI et al., 2008) e PI-3-K (LEI; MARIASH; INGBAR, 2004;
LEI et al., 2008).

As iodotironinas também podem influenciar, através de acdes
ndo-gendmicas, na internalizagdo de proteinas da membrana plasmatica,
como as deiodinases (STACHELEK et al., 2000). Além disso, estudos
com microscopia confocal, mostraram que o receptor TRB1 reside no
compartimento nuclear e no citoplasma das células, e que o T3 promove
a translocacgdo deste receptor do citoplasma para o nucleo (ZHU et al.,
1998; BAUMANN et al., 2001). TRal, que também reside no
citoplasma, pode ser translocado do citoplasma para o nlcleo em células
tratadas com T, (GRESPIN et al., 2008; LIN et al., 2009), assim como,
uma isoforma deste receptor, também encontrada no citoplasma, medeia
a acdo do T4 e do Tar no citoesqueleto de actina (CHENG; LEONARD;
DAVIS, 2010).
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T,ouT.r

Citoplasma

T,* TRAa1

Actina soluvel— F actina

Fosforilagao da
serina e TRB1
mudangas na
atividade ERua
transcricional Aumento das
agbes das
citocinas e
fatores de
- crescimento
Nucleo
24K+ \ ,TRQ
HIF1a T3
Proliferagio GLUT1
de células tumorais;

angiogénese

Citoplasma

ERK1/2 g 4._"‘4
Pl 3-K

Yatividade da Na,K-ATPase T3
e insergdo na membrana

Figura 4 — (A) Representagdo esquematica da hipdtese do mecanismo de agdo
do T, na membrana plasmatica das células de Sertoli de ratos imaturos. A
interagcdo dos HT com a membrana plasmatica das células promove a abertura
dos canais de K* dependentes de ATP (K*a1p) € de canais de K™ dependentes de
Cca® (K'e’") e canais de CI, provocando uma hiperpolarizagio. Esta
hiperpolarizacéo induz a abertura dos canais de Ca®" dependentes de voltagem,
e a captagdo de Ca®" com consequente despolarizacdo que desencadeiam o co-
transporte Na‘-aminoacido. O Ca?" ativa PKC que regula a atividade dos canais
ibnicos e/ou promove um “cross-talk’ intracelular, ativando a trancrigdo génica.
Adaptado de MENEGAZ et al., 2010a. (B) Representagdo esquematica de acles
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ndo-gendmicas dos HT propostas para outros tecidos. Adaptado de CHENG;
LEONARD; DAVIS, 2010.

1.5 Integrinas

As integrinas constituem uma grande familia de receptores de
adesdo celular e estdo envolvidas nas interagdes célula-célula e célula-
matriz (VINATIER, 1995). Estes receptores sdo constituidos por duas
subunidades, a e B, que formam um complexo heterodimérico
(ALBELDA; BUCK, 1990; HYNES, 1992). Estas subunidades contém
um grande dominio extracelular, um pequeno dominio transmembrana e
um dominio carboxiterminal citoplasméatico de comprimento variavel
(KUMAR, 1998).

Em mamiferos, sdo conhecidas 17 subunidades a e 8
subunidades B, e estas subunidades se combinam de diferentes maneiras
e formam mais de 20 diferentes receptores (VINATIER, 1995;
KUMAR, 1998).

A sinalizacdo das integrinas contribui ndo somente para a
adesdo e migracdo celular, mas também regula a proliferacéo,
sobrevivéncia e diferenciagdo das mesmas (WIESNER; LEGATE;
FASSLER, 2005).

O receptor de superficie celular para iodotironinas, o dimero
de integrina a,B3, foi primeiramente descrito em tecidos por Bergh et al.
(2005). Este receptor é uma proteina estrutural heterodimérica da
membrana plasmatica, que transmite sinais do interior da célula para a
matriz extracelular e da matriz extracelular para a célula (BERGH et al.,
2005; DAVIS; DAVIS; CODY, 2005). Esta integrina estd concentrada
principalmente na membrana plasmética de células endoteliais, células
musculares lisas vasculares, células cancerosas (CAl; CHEN, 2006) e
osteoclastos (YANG et al., 2008).

O dominio do receptor para HT é complexo e esta préximo ao
sitio de reconhecimento arginina-glicina-aspartato (RGD) na integrina,
gue € importante para as interacdes desta com uma variedade de
proteinas da matriz extracelular e fatores de crescimento. Enquanto os
dominios extracelulares da integrina interagem com diferentes ligantes,
incluindo glicoproteinas da matriz (CALDERWOOD; SHATTIL;
GINSBERG, 2000), os dominios intracelulares estdo ligados ao
citoesqueleto (PLOW et al., 2000). A afinidade de ligacdo do dominio
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do receptor de integrina ao T, € suficientemente elevada para garantir a
ligacdo deste horménio sob condicBes fisiologicas (BERGH et al.,
2005). Estudos realizados permitiram descrever este sitio como um
receptor, pois demonstraram que a afinidade de ligacdo deste dominio
para Tz € menor que para T4 € que o sinal destes hormodnios €
transduzido através da via da MAPK (ERK1/2) para células endoteliais
e angiogénicas (BERGH et al., 2005) e para a proliferacdo de células
tumorais (TANG et al., 2004; BERGH et al., 2005; LIN et al., 2007).

Recentes andlises sobre a farmacocinética e farmacodindmica
da ligacdo dos horménios T, e T3 ao receptor de integrina revelaram um
dominio mais complexo, que contem dois sitios de ligagcdo (LIN et al.,
2009). Um destes sitios, 0 S1, liga T; exclusivamente e ativa Src cinase
e fosfatidilinositol 3-cinase (PI-3-K), conduz o TRa do citoplasma para
0 nucleo e promove a transcricdo do gene HIF-Ia, que participa do
mecanismo de sobrevivéncia de muitas células cancerosas. O segundo
sitio do receptor (S2) liga tanto T, quanto Ts e ativa ERK1/2, resultando
na translocagdo do TRP1 do citoplasma para o nucleo (Figura 5). Um
analogo desaminado do T4, 0 acido tetraiodotiroacético (Tetrac), que
desloca T4 e T3 do dominio do receptor, bloqueia todas estas acdes em
ambos os sitios da integrina (S1 e S2). J4, o peptideo RGD, que compete
parcialmente com T4 e T3 para se ligar ao sitio da integrina, inibe a
ligacdo de T; ao sitio S1 e a acdo do T4 no sitio S2, porém ndo afeta a
acdo do T3 na proliferacdo celular (LIN et al., 2009; DAVIS et al.,
2009).

1.6 Hormoénios Tireoideos e Funcao Testicular

A funcdo dos HT no desenvolvimento e funcdo dos testiculos
tem recebido muita atencdo desde o relato de que 0s receptores
nucleares de HT funcionais estavam presentes em elevadas quantidades
em células de Sertoli de ratos neonatais (PALMERO et al., 1988;
JANNINI et al., 1990; FRANCAVILLA et al., 1991). Estes estudos
mudaram a visao classica de que os testiculos sdo érgdos refratarios aos
HT, indicando que estes horménios poderiam ter efeitos diretos na
fungdo testicular, ja que TRal é expresso nas células de Sertoli durante
a fase proliferativa no desenvolvimento, e também é expresso em
espermatogonias e espermatdcito paquiteno (BUZZARD et al., 2000).
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Dominio Receptor do Hormonio na Integrina

[

Inibido pelo Inibidopelo i
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TRo HIF-1w TRpIL

Proliferacio Celular
Figura 5 - Representacdo esquematica do dominio de ligagdo dos HT no

receptor de membrana integrina o,f; em células. Adaptado de DAVIS et al.,
2011.

Estudos das ultimas décadas, porém, demonstraram que a
disfuncdo da tiredide esta associada ndo somente com anormalidades da
morfologia e funcdo testicular, mas também com diminuicdo da
fertilidade e alteracbes da atividade sexual em homens (KRASSAS;
PERROS, 2003; CARANI et al., 2005).

Como citado anteriormente, as células de Sertoli imaturas
proliferam até o inicio da puberdade (WALKER, 2003), nesta fase elas
cessam a divisdo e comegam a diferenciar para uma forma adulta néo-
proliferativa. J4 esta bem estabelecido que o nimero de células de
Sertoli presentes na puberdade esta correlacionado com o tamanho dos
testiculos e producdo de espermatozéides na fase adulta (ORTH;
GUNSALUS; LAMPERTI, 1988). A sinalizacdo do horménio foliculo-
estimulante (FSH) é um fator critico na determinacdo da taxa de divisdo
das células de Sertoli (MEACHEM et al., 1996; KUMAR et al., 1997;
DIERICH et al., 1998; GRISWOLD, 1998), e os HT determinam o
periodo de divisdo das células de Sertoli e podem estar envolvidos nas
mudangas maturacionais que diminuem efou eliminam as respostas
mitogénicas ao FSH (HOLSBERGER; COOKE, 2005).
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Estudos mostraram que o hipotireoidismo ndo afeta o
desenvolvimento testicular durante a vida fetal (HAMOULI-SAID et al.,
2007), porém, quando induzido em ratos recém-nascidos, prejudica, na
puberdade, o crescimento testicular, a maturacdo das células
germinativas e a formacéo dos tubulos seminiferos (PALMERO et al.,
1989; FRANCAVILLA et al., 1991, ZAMONER et al., 2006b). Outros
relatos indicam que o hipotireoidismo, entre as fases neonatal e
prepuberal, estende o periodo de proliferacdo das células de Sertoli e
retarda a maturacdo das mesmas, resultando em um aumento no nlmero
de células de Sertoli em testiculos adultos (FRANCAVILLA et al.,
1991; VAN HAASTER et al., 1992; HESS et al., 1993; JOYCE et al.,
1993; DE FRANCA et al., 1995). Por outro lado, o hipertireoidismo
juvenil resulta em uma interrupgao precoce da proliferacdo das células
de Sertoli e tem um efeito estimulatdrio sobre a maturagdo, resultando
em uma canaliza¢do prematura dos tubulos seminiferos, diminuicdo na
producdo de espermatozoides e diminuigdo do tamanho dos testiculos
(VAN HAASTER et al., 1993; COOKE et al., 1994, PALMERO et al.,
1995, ZAMONER et al., 2007b) (Figura 6).
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Figura 6 - lustragdo dos efeitos dos HT no desenvolvimento testicular em ratos.
Adaptado de HOLSBERGER; COOKE, 2005.

Estes dados, juntamente com relatos de que TRal ¢ a isoforma
predominante dos receptores dos HTs expressa em testiculos adultos e
em desenvolvimento, e que a expressdo destes receptores no ndcleo das
células de Sertoli proliferativas é consistente com a funcéo na regulacéo
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dos processos de divisdo celular (JANNINI et al., 1999, 2000;
BUZZARD et al., 2000), indicam que estas células sdo um importante
alvo dos HT.

1.7 Transporte de Aminoacidos

O transporte de aminoacidos através da membrana plasmatica
constitui um fenbémeno bésico do metabolismo celular. Através do
transporte de aminodcidos, a célula é suprida destas unidades
fundamentais que formam as proteinas celulares.

A regulacédo do transporte de aminoacidos depende do balango
entre o transporte de aminoacidos disponiveis no meio extracelular e a
biossintese de alguns aminoécidos, e também do balango entre 0 uso que
as células fazem destes aminoédcidos na sintese protéica e no
metabolismo energético (SHOTWELL et al., 1983).

O transporte de aminoécidos através da membrana € efetuado
através de transportadores especificos. No entanto, aminoacidos
estruturalmente semelhantes podem influenciar o transporte de outros
aminoacidos. Essa influéncia pode ser estimulatéria ou inibitdria. Assim
sendo, 0 transporte de aminoécidos neutros nas células de mamiferos
envolve trés principais sistemas. O sistema alanina (A) é especifico para
0 4cido N-metilaminoisobutirico, depende do gradiente de sédio e do pH
intracelular, o sistema especifico para alanina, serina e cisteina (ASC)
depende somente de sédio, e o sistema especifico para leucina (L) €
independente de sodio, pH e energia (GUIDOTTI; BORGHETTI,
GAZZOLA, 1978; SILVA et al., 2002).

O sistema “A” ¢é altamente expresso em células de mamiferos,
e assim como outros transportadores, a expressdo deste sistema nas
células é regulada por vérios fatores, incluindo horménios, fatores de
crescimento, perda de aminoacidos, progressao do ciclo celular e meio
hipertonico  (HAUSSINGER; SCHLIESS, 1999; SCHLIESS;
HAUSSINGER, 2002). Além disso, o sistema “A” ¢ eletrogénico e
responsivo ao potencial de membrana, sendo que uma alteracdo no
potencial de membrana pode influenciar a cinética do transportador
(GECK; HEINZ, 1976).

A regulacdo hormonal desse sistema foi descrita nos testiculos
para 0 horménio foliculo-estimulante (FSH), retinol, isoproterenol e T;
(SILVA et al., 2002) e mais recentemente para o0 T4 (MENEGAZ et al.,
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2006) e para 0 horménio 1a,25-(OH),-vitamina D3 (MENEGAZ et al.,
2009, 2010b).

O transporte de aminoacidos pelo sistema “A” é dirigido pelo
gradiente eletroquimico de sédio (NORMAN; MANN, 1988). A
remocdo deste ion do meio extracelular gera um decréscimo deste tipo
de transporte (BIKHASI; ABU SALBI; ITANI, 1985). O movimento de
sodio para o interior da célula como co-substrato ocorre em resposta a
um potencial de membrana negativo (LERNER, 1985). Este ion pode
aumentar a afinidade do aminoacido com o sitio de ligacdo da molécula
carreadora ou aumentar a velocidade da etapa de translocacéo, podendo
em ambos os casos, provocar mudangas conformacionais na molécula
carreadora.

A fungdo dos HT depende somente do sistema “A” de
transporte de aminoacidos e o0 analogo &cido a-(metil-amino)-isobutirico
([**C]-MeAIB), um substrato especifico para este sistema, é usado para
estudos de modulagdo hormonal em uma variedade de células
(GUIDOTTI; BORGHETTI; GAZZOLA, 1978; CRUZ-CURTE;
WASSERMANN, 1985), j& que 0 mesmo ndo entra no nucleo e
permanece no citosol sendo quantificado no estado basal e na presenca
de hormbnios e bloqueadores. Portanto, o &cido a-(metil-amino)-
isobutirico ([**C]-MeAIB) serve como marcador especifico para o
estudo de eventos de membrana, principalmente por ndo possuir um
RNA transportador que o reconheca (GUIDOTTI; BORGHETTI,
GAZZOLA, 1978).

1.8 Caélcio (Ca®") e canais de Ca**

O Ca®* é um mensageiro intracelular que pode regular muitos
processos biolégicos em diferentes células, como secrecdo, contracéo,
metabolismo, transcricdo génica, apoptose, entre outros (BERRIDGE;
BOOTMAN; RODERICK, 2003; CARAFOLI, 2005). Nas células de
Sertoli, o Ca’* pode regular a secrecdo de horménios,
neurotransmissores e proteinas, e a principal via para a captacdo de Ca**
para dentro destas células estd representado pelos canais de Ca®*
dependentes de voltagem (CCDV) (D’AGOSTINO; MENE;
STEFANINI, 1992). Dentre os canais de Ca®* expressos na membrana
plasmética, os CCDV representam a principal via de entrada do ion nas
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células quando submetidas a um estimulo externo, como ligacdo 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 citosélicos (CATERALL et al, 2000;
CLAPHAM, 2007).

A abertura de canais de Ca’* e o consequente aumento dos
niveis do fon levam & formacdo de sinais elementares de Ca®" que
podem ativar tanto processos celulares localizados nas proximidades dos
canais como ativar processos em nivel global, como a ativacao de outros
canais e proteinas (BERRIDGE, 1998).

Em 1990, Segal demonstrou um aumento da captacéo de Ca*
induzida por Ts em varios tecidos, sugerindo que o aumento de Ca®* é
uma consequéncia da fosforilagéo dos canais de Ca®*. Em 2001, estudos
também mostraram o efeito do T; no acimulo de aminoacidos em
testiculos de ratos imaturos (SILVA et al., 2001). Recentemente,
Menegaz et al. (2010a), demonstraram que o T, desencadeia uma
resposta rapida e transitdria na captacdo de Ca** em células de Sertoli e,
além disso, 0 Ca®" extracelular e a atividade dos CCDV foram
necessarios para o transporte de aminoécidos induzida por T, € este
efeito foi independente da sintese de proteinas. Sendo assim, a
participacdo de diferentes canais ibnicos no mecanismo de acdo dos
horménios tireoideos caracteriza a membrana plasmatica como um
importante microambiente, capaz de coordenar as vias de transducéo de
sinais destes hormonios em testiculos de ratos (MENEGAZ et al., 2006,
2010a).

1.9 Cloreto (CI") e canais de CI’

O ion cloreto (CI) desempenha um papel relevante na
homeostase celular em condicOes fisiolégicas e patolégicas. Apesar
deste ion representar menos da metade do contetdo anidnico celular, é o
anion de maior relevancia fisioldgica, ja que se difunde facilmente
através das membranas. Desta forma, a variagdo no fluxo de CI™ esta
associada a regulacdo do volume celular, processos secretorios e a
manutencdo do pH celular, essencial para a manutencdo da atividade
enzimética (FOSKETT, 1998; AUZENNEAU et al., 2006).

O transporte de CI° envolve numerosas vias incluindo
trocadores de anions, co-transportadores e canais idnicos. Os trocadores
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e co-transportadores permitem que a concentracdo do anion seja mantida
contra o gradiente termodinamico, sendo este transporte associado a
outros fons como Na* e K*. Ja os canais de CI permitem a passagem de
correntes do fon através da membrana influenciando desta forma o
potencial de membrana e o transporte de solutos (FOSKETT, 1998).

As funcbes dos canais de CI incluem a homeostasia e
regulacdo do volume celular, do transporte epitelial, da excitabilidade
elétrica, da acidificacdo de compartimentos internos e externos, do ciclo
celular e apoptose (JENTSCH et al., 2002). Molecularmente, trés
familias de canais de cloreto foram estabelecidas até o momento: canais
de cloreto dependentes de voltagem (CIC), canais reguladores da
condutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR) e receptores
GABA e glicina (NILIUS; DROOGMANS, 2003).

A familia dos canais CIC incluem, pelo menos, nove membros
ja demonstrados em mamiferos (CIC-1 a CIC-7; CIC-Ka e CIC-Kb) e
podem ser encontrados na membrana plasméatica ou em organelas
intracelulares. E relatado que o influxo de CI* através de canais de
cloreto CIC-3 estimula a exocitose em células de mamiferos através de
um mecanismo que neutraliza e previne 0 excesso de cargas positivas
provenientes dos ions H* culminando na acidificacdo intragranular
necessaria para a secre¢do vesicular (BARG et al., 2001). Além disso, a
ativacdo de canais de CI e transportadores de CI"mantém o potencial de
membrana suficientemente negativo para facilitar a captacdo de Ca®*
(KERSCHBAUM et al., 1997), dessa forma o CI" aparece como um
importante regulador de processos exocitéticos estimulados pelo Ca®*
(BARG et al., 2001).

No processo de exocitose ocorre a fusdo da vesicula secretora
na membrana plasmaética e apds a liberacdo do conteldo vesicular, a
vesicula pode ser reciclada e incorporada novamente na membrana
(WIGHTMAN; HAYNES, 2004). Estudos demonstram que o estimulo
rapido do influxo de CI" desencadeado pela 1,25D através de canais de
CI" sensiveis ao 4,4’-diisotiocianatoestilbeno-2,2’-disulfénico (DIDS),
possuem um papel fundamental na atividade secretdria em osteoblastos
e em linhagem de células de Sertoli TM4 (ZANELLO; NORMAN,
2004; MENEGAZ et al., 2010b). Além dos canais de CI" o citoesqueleto
celular também est4 envolvido nos movimentos intracelulares de
vesiculas e organelas, auxiliando o processo de exocitose de vesiculas.
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1.10 Citoesqueleto Celular

O citoesqueleto das células eucariéticas compreende uma rede
de proteinas formada por microtibulos (MT), microfilamentos de actina
(MF) e filamentos intermediarios (FI). O citoesqueleto ndo somente
determina a forma celular, mas também participa na divisdo e
movimento das células, no transporte intracelular, estabelece e mantém
a organizagdo e integridade dos tecidos (VOGL; VAID; GUTTMAN,
2008).

Os microtibulos sdo os componentes do citoesqueleto que
influenciam na forma das células e fornecem vias para o transporte
intracelular (VOGL; VAID; GUTTMAN, 2008). Os filamentos
intermediarios formam a estrutura do citoesqueleto no citoplasma de
varias células eucarioticas e sdo altamente conservados em diferentes
tipos celulares (IZAWA; INAGAKI, 2006). Estas proteinas conferem as
células forga mecénica e resisténcia a deformagéo, sendo que, também
atuam como uma estrutura importante para a modulacdo e controle dos
processos celulares essenciais, em especial na modulacdo de eventos de
transdugdo de sinal (PARAMIO; JORCANO, 2002). J& os
microfilamentos de actina, estdo associados a processos fundamentais
como citocinese, movimento e polaridade celular, transporte intracelular
e ligacdo entre célula/célula e célula/substrato (DEMALI; BURRIDGE,
2003; WINDER; AYSCOUGH, 2005).

Nas células de Sertoli, os filamentos intermediérios,
microtbulos e microfilamentos sdo abundantes e estdo concentrados em
regides especificas das células. Os microfilamentos estdo concentrados:
(1) nas especializagdes ectoplasmicas (juncdes aderentes intercelulares
relacionadas a actina), e (2) nos complexos tdbulobulbares (estruturas
propostas para internalizar juncdes antes da liberacdo dos
espermatozdides e movimento dos espermatdcitos através dos
complexos de juncéo basal) (VOGL; VAID; GUTTMAN, 2008).

Os filamentos intermediarios sdo o0s componentes do
citoesqueleto mais abundantes no citoplasma das células de Sertoli. Os
principais filamentos consistem de vimentina (FRANKE; GRUND;
SCHIMID, 1979) e queratinas (PARANKO et al., 1986). Vimentina é
frequentemente expressa durante o desenvolvimento (MENET et al.,
2001) e tem sido descrita nas células de Sertoli durante os periodos fetal
e pésnatal (ROMEO et al., 1995; SHOW et al., 2003, FRANKE et al.,
2004), onde desempenha um papel importante nas modificacdes da
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morfologia das células de Sertoli, nos processos juncionais, na
integridade estrutural e na organizacgdo do citoplasma que ocorre durante
a espermatogénese (RUSSELL; PETERSON, 1985; TANEMURA et
al., 1994; SHOW et al., 2003; HE et al., 2007; WILLEMS et al., 2010).

Por outro lado, os microtdbulos do citoesqueleto sdo
responsaveis por manter a morfologia alongada das células de Sertoli.
Experimentos em testiculos, utilizando desestabilizadores de
microtlbulos, como colchicina e vimblastina, resultam em perda da
arquitetura das células de Sertoli assim como das células germinativas
(RUSSEL; MALONE; MACCURDY, 1981; VOGL; LINCK; DYM,
1983; ALLARD; JOHNSON; BOEKELHEIDE, 1993). Além da fungéo
estrutural, os microtibulos sdo essenciais para o transporte intracelular
de moléculas em geral.

Considerando o envolvimento do citoesqueleto no movimento
celular e nos eventos de sinalizacdo e maturacdo, alteracdes na dindmica
do citoesqueleto das células de Sertoli podem interferir no
remodelamento celular, na formagdo da barreira hemato-testicular e
consequentemente alterar o microambiente necessario para o
desenvolvimento das células germinativas (ZAMONER; PESSOA-
PUREUR; SILVA, 2011).

A maturacdo e funcdo das células de Sertoli podem ser
influenciadas por mecanismos celulares e moleculares sob controle de
hormdnios, fatores regulatorios locais, interagdes com células
germinativas e/ou células somaticas vizinhas e também pela localizacéo
testicular (HOLSBERGER; COOKE, 2005). Ja foram descritos efeitos
ndo-genémicos do FSH e de horménios esterdides na vimentina nas
células de Sertoli (SPRUILL et al., 1983; SASAKI et al., 1998; SHOW
et al., 2003). Outros estudos demonstraram que os HT modulam a
fosforilacdo e a expressdo da vimentina in vivo e in vitro em testiculos e
cortex cerebral através de mecanismos genémicos (ZAMONER et al.,
2007a) e ndo gendmicos (ZAMONER et al., 2005, 2006b, 2008). Além
disso, estudos sugerem que 0 Tz pode desempenhar fun¢Bes ndo-
gendmicas importantes na reorganizacdo do citoesqueleto, regulando a
fisiologia celular em testiculos de ratos imaturos (ZAMONER et al.,
2005).

Em muitas células secretdrias, vesiculas e grénulos estdo
distantes da membrana plasmatica, portanto, 0s mesmos precisam se
mover até préximo a membrana plasmatica para ter acesso aos sitios
exociticos (MALACOMBE; BADER; GASMAN, 2006). Em muitos
tipos de células eucaridticas a actina forma uma rede dindmica e
complexa préximo a membrana plasmatica, e um rapido remodelamento
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desta rede de actina é crucial para 0 movimento das vesiculas para a
membrana (AUNIS; BADER, 1988; VITALE; SEWARD; TRIFARO,
1995). Estudos ja mostraram que a ativacdo da exocitose é acompanhada
por uma organizagdo dos filamentos de actina periférica (VITALE;
SEWARD; TRIFARO, 1995).

1.11 Exocitose Celular

O processo de exocitose consiste na fusdo de vesiculas com a
membrana plasmatica, permitindo a incorporagao de proteinas e lipideos
na membrana e a secrecdo do contelido das vesiculas das células para o
meio extracelular (SALAUN; JAMES; CHAMBERLAIN, 2004). A
exocitose pode ocorrer constitutivamente ou de uma maneira bem
regulada. A exocitose constitutiva ocorre em todas as células e as
vesiculas derivam da rede do trans-Golgi, ja a exocitose regulada ocorre
em varios tipos celulares ap6s um estimulo especifico, como, por
exemplo, um aumento nos niveis de Ca*" intracelular (ECHARRI;
MURIEL; DEL POZO, 2007).

Muitos processos envolvem exocitose, como secrecdo de
enzimas, hormonios e anticorpos, liberacdo de neurotransmissores dos
neurdnios pré-sinapticos, fixacdo de proteinas integrantes da membrana,
reacdo do acrossoma durante a fertilizacdo, apresentacdo de antigeno
durante a resposta imune e reciclagem dos receptores ligados a
membrana plasmatica. Em 1994, Parpura et al. descreveram pela
primeira vez a exocitose de glutamato em astrécitos em cultura, esta
liberacdo era dependente de Ca’* e estimulada por bradicinina.
Evidéncias morfoldgicas e bioquimicas também sugerem que o ATP
pode ser liberado a partir de células gliais por exocitose dependente de
Ca”" (BAL-PRICE et al., 2002).

Entre 0s mais recentes efeitos ndo-genémicos do esterdide
1,25(0H),-D3 descritos, esta o envolvimento do fluxo de ions através da
membrana como parte da ativacdo de processos secretdrios, em
particular, os canais de cloro dependentes de voltagem sensiveis a
1,25(0H),-D3 desempenham um papel crucial na exocitose de células
Osseas (BISWAS; ZANELLO, 2009), assim como, a 1,25(0OH),-Ds
potencia as correntes de cloreto acopladas ao processo de exocitose em
linhagem de células TM4 imaturas (MENEGAZ et al., 2010b).
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Em cultura, as células de Sertoli secretam diversas proteinas
que sdo soro ou tecido-especificas (WRIGHT et al., 1983). Estas
proteinas podem ser separadas em categorias, de acordo com as
propriedades bioquimicas. A primeira categoria inclui as proteinas de
transporte ou bioprotetoras, que sdo secretadas abundantemente e
incluem a transferrina e a ceruloplasmina. A segunda categoria inclui
proteases e inibidores de proteases, que sdo importantes nos processos
de remodelamento tecidual. A terceira categoria inclui as glicoproteinas
que formam a membrana basal entre as células de Sertoli e as células
peritubulares. E a quarta categoria de proteinas secretadas pelas células
de Sertoli inclui glicoproteinas que funcionam como fatores de
crescimento ou paracrinos. E, além disso, estas células podem secretar
peptidios bioativos como a prodinorfina e nutrientes ou intermediarios
metabdlicos (GRISWOLD, 1998).

A atividade secretoria das células de Sertoli é critica para o
processo de espermatogénese, e para exercer esta atividade estas células
expressam uma variedade de canais i6nicos envolvidos nesta fungédo
(RUSSEL; GRISWOLD, 1993, LALEVEE; PLUCIENNIK; JOFFRE,
1997; LALEVEE; JOFFRE, 1999). A regulagdo hormonal do fluido
secretado pelas células de Sertoli envolve multiplas vias de sinalizagao,
incluindo segundos mensageiros e modulacdo da atividade de canais
ibnicos (AUZANNEAU et al., 2003, 2006). Entre estes canais idnicos
estdo os canais de cloreto da familia CIC (AUZANNEAU, 2003;
MENEGAZ et al., 2010b) e os canais de cloreto CFTR (BOOCKFOR et
al., 1998).

Portanto, para investigar a hip6tese de que o T, interage com
0 receptor de integrina para mediar respostas rapidas em células de
Sertoli, foram realizados experimentos envolvendo o transporte de
[**C]-MeAIB, captacéo de *°Ca”* e incorporacéo de timidina a0 DNA e
0 processo de exocitose de vesiculas também foi estudado.
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2.

2.1

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar o mecanismo de acdo ndo-gendmico do horménio T4 no

efeito estimulatorio no transporte de aminoécidos neutros em testiculos
de ratos imaturos.

2.2

Obijetivos Especificos

Comparar o efeito estimulatdrio do T4, Tar e tetrac no transporte
de aminoéacidos em testiculos de ratos imaturos.

Estudar o envolvimento do receptor de integrina no efeito
estimulatoério do T4 no transporte de aminoacidos.

Analisar 0 envolvimento dos canais de Ca** dependentes de
voltagem no efeito estimulatério do T, na captacdo de Ca®*.
Verificar o envolvimento do Ca?* intra e extracelular no efeito
estimulatério do T, na incorporagéo de timidina no DNA.
Caracterizar o envolvimento do receptor de integrina no efeito
estimulatoério do T4 na incorporagdo de timidina no DNA.
Verificar o envolvimento do citoesqueleto no efeito
estimulatério do horménio T4 no transporte de aminoacidos.
Caracterizar o envolvimento dos canais de CI' no efeito
estimulatério do T, no transporte de aminoacidos.

Estudar o efeito estimulatério do T, no evento de exocitose nas
células de Sertoli.
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Abstract

Sertoli cell secretory activities are highly dependent on ion channel
functions, protein synthesis and are critical to ongoing spermatogenesis.
Beyond the genomic actions of thyroid hormones, also nongenomic
actions to thyroxine (T,) and 3,5,3"-L-triiodothyronine (T3) are reported
in immature rat testis. The aim of this work was to study the mechanism
of action of T, on amino acid accumulation and to investigate the role of
integrin receptor in this event. Also, to clarify if the stimulatory effect
of T, on amino acid accumulation and on Ca”" influx culminates in cell
secretion. We described that the stimulatory effect of T, on amino acid
accumulation appears to be mediated by plasma membrane integrin
receptor since tetrac (an inhibitor of T, action at the integrin), as well as
RGD peptide (blocker of T, binding on a3 receptor) were able to
nullify the hormone effect. In addition, T, increases Ca** uptake and
Ca?* from intracellular stocks augment nuclear activity, but this
genomic action seems not influence Sertoli cell secretory function
mediated by T4-integrin interaction. In addition, at least cytoskeleton
and CIC-3 chloride channel, involved in cell secretion, contribute to
rapid responses of Sertoli cells that culminates in exocytosis. An
important conclusion of our studies is that signaling pathway activated
by T, integrin receptor ultimately converges to determine rapid
responses in Sertoli cells, exocytosis. Understanding the mechanism by
which T, disconnect rapid cellular secretion from nuclear activity is an
important field of investigation and may lead to the identification of
new targets for drug discovery.
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Introduction

Thyroid hormones (TH) exert a broad range of effects on
development, growth, cell differentiation and metabolism, but not all of
these actions are due to action on nuclear transcription (Yen, 2001). The
pro-hormone  thyroxine, 3,5,3’,5’-L-tetraiodothyronine (T4), is
synthesized only by the thyroid gland whereas 3,5,3’-L-triiodothyronine
(T3) and 3,3’,5’-triiodothyronine (rT3) are produced by both the thyroid
and by deiodination of T, at extrathyroidal sites. The circulating Ts is
generated by pre-receptor ligand metabolism resulting from activity of
the iodothyronine deiodinase enzymes D1 and D2, which convert T, to
Ta, by 5’ monodeiodination. Diiodothyronine, or T,, can exist in three
forms and also by oxidative deamination and decarboxylation of T,
result in the formation of tetraiodothyroacetic acid (tetrac).
Triiodothyroacetic acid (triac) can be formed from T3 in the similar way
of tetrac (Engler and Burger, 1984; Bianco et al., 2002).

TH receptors are highly expressed in neonatal Sertoli cells,
indicating that the developing Sertoli cells and testis may be important
TH targets. In addition, the biochemical effects of TH demonstrate that
the Sertoli cell is the main direct target in the testis for TH, and that the
prepuberal period is the temporal frame for its action (Jannini et al.
1999; Rao et al. 2003). Although the action of TH on Sertoli cell
function has received much attention since the finding of functional T;
receptors in immature rat testis, being almost exclusively localized in
Sertoli cells (Jannini et al. 1994; 1999), the precise function of TH in the
testis is unsatisfactorily defined.

The actions of TH in target tissues are predominantly mediated
by specific nuclear receptors capable of binding to regulatory regions of
target genes and modifying their expression (Yen et al., 2006).
Nongenomic actions of TH are widely acknowledged but the specific
cellular target is quite difficult to characterize since it can initiate on the
plasma membrane, cytoplasm, cytoskeleton or sub-cellular organelles
(Kavok et al., 2001; Silva et al., 2002; Harper and Seifert, 2008).
Nongenomic responses do not require the production of new protein(s),
occur in the extranuclear milieu of the cell and can culminate in the
regulation of genes that do not contain a TH response-element (Kavok et
al., 2001; Aranda and Pascual, 2001). These actions are regulated by
specific agonists and antagonists, have a short latency and are not
affected by inhibitors of transcription and translation.

In particular to Ty, two reports from our group show that the
stimulatory effect of T4 on amino acid accumulation (a specific plasma
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membrane transport system), is independent of active protein synthesis.
Moreover, it was demonstrated that the immediate hyperpolarizing
effect of T, in Sertoli cells is influenced by Ca?*-activated K* channels
(Menegaz et al., 2006). Following these finds, Menegaz et al. (2010a)
demonstrated that the stimulatory effect of T, on Ca”* uptake and on
amino acid accumulation, both events initiated at the plasma membrane
which strongly characterizes a nongenomic effect, are mediated by T,
interaction with the Sertoli cell plasma membrane, opening of ATP-
dependent K*, Ca**-dependent K* and CI™ channels hyperpolarizing the
cells. This hyperpolarization induces an opening of voltage-dependent
Ca?* channels, Ca* influxes and “depolarization” which trigger Na'-
amino acid co-transport. The local Ca?* transient activates protein kinase
C (PKC) that may regulate plasma membrane ionic channel activities
and/or promote intracellular “cross-talk” to ultimately modulate gene
transcription or keep the ongoing secretory activity. Based on the
possibility that integrin o,z mediates TH to induce angiogenesis (Bergh
et al., 2005), the current experiments were designed to investigate the
hypothesis that T, interacts with integrin receptor to mediates rapid
responses in Sertoli cells.

Materials and methods
Materials

L-Thyroxine (T4), 3,5,3’-triiodo-L-thyronine (T3), 3,3’,5-
triiodothyronine (reverse Ts, rT3), tetraiodothyroacetic acid (tetrac),
Arg-Gly-Asp (RGD), ethyleneglycol-O-OV-bis(2-aminoethyl)-
NV,N,NV,NV-tetraacetic acid (EGTA), 1,2-bis(2-
aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid tetrakis
(acetoxymethyl ester) (BAPTA-AM) 4, 4’-Diisothiocyanatostilbene-
2,2’-disulfonic acid (DIDS), verapamil, colchicine and quinacrine were
purchased from Sigma Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO,
USA. a-[1-"*C] methylaminoisobutyric acid ([**C] MeAIB) (sp.act. 1.85
GBg/mmol), thymidine [methyl-*C] (sp. act. 1.7464 GBg/mmol),
[*Ca]CaCl, (sp. act. 321 KBg/mg Ca®*), and Optiphase Hisafe IlI
biodegradable liquid scintillation were purchased from PerkinElmer
(Boston, USA). All other chemicals were of analytical grade.
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Animals

Wistar rats bred in our animal house and maintained in an air-
conditioned room (21 °C) with controlled lighting (12 h/12 h light/dark
cycle) were used in this study. The suckling rats were kept with their
mothers until sacrifice by cervical dislocation. Pelleted food (Nuvital,
Nuvilab CR1, Curitiba, PR, Brazil) and tap water were available ad
libitum. All the 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/PP00418).

Amino acid accumulation measurements

For amino acid accumulation experiments one gonad (alternately
left and right) of 11-day-old rats was used as the experimental tissue and
the contralateral one was used as the control. The testes were weighed,
decapsulated and pre-incubated in Krebs Ringer bicarbonate (KRb)
buffer (122 mM NaCl; 3 mM KCI; 1.2 mM MgSQ,; 1.3 mM CaCl,; 0.4
mM KH,PO4; 25 mM NaHCO3) for 30 min in a Dubnoff metabolic
incubator at 34 °C, 1pH 7.4 and gassed with 0,:CO, (95:5; V/V). T, (107
M), T, (10° to 10™ M), tetrac (10° M), RGD (5 x 10”7 M), colchicine
(10° M) and DIDS (200 uM) were added to the pre-incubation and
incubation media and the concentrations used in these assays were
selected based in our previous studies (Menegaz et al., 2006, 2010b) and
from other (Lin et al., 2009). T, was dissolved in 0.025 M NaOH-saline.
This solution was further diluted to the final concentrations in KRb. The
buffer was bubbled with 95% O,-5% CO, up to pH 7.4. The gonads were
then incubated in fresh KRb buffer for 60 min. [*C] MeAIB (3.7
kBg/mL) was added to each sample during the incubation period (Silva et
al., 2001). After incubation the testes were placed in screw cap tubes
containing 1 mL of distilled water. They were frozen at =20 °C in a
freezer and afterwards boiled for 5 min; 25 uL aliquots of tissue and
external medium were placed in scintillation fluid and counted in a
Beckman beta liquid scintillation spectrometer (model LS 6500;
Fullerton, California, USA) for radioactivity measurements. The results
were expressed as the tissue/medium (T/M) ratio: cpm/mL tissue fluid
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per cpm/mL incubation medium (Silva et al., 2001; Menegaz et al.,
2006).

“*Ca*" uptake

One gonad (alternately left and right) from 11-day-old rats was
used as experimental tissue and the contralateral one was used as the
control. The testes were decapsulated and pre-incubated in KRb buffer
for 15 min in a Dubnoff metabolic incubator at 34 °C, pH 7.4 and
gassed with O,:CO, (95:5; v/v). The testes were then transferred to
another series of wells containing fresh KRb with 0.1 pCi/mL “*Ca®*
and left for 60 min. Verapamil (10 M) was added during last 15 min
before the hormone addition and maintained during all the incubation
period. Finally, T, was added to these *°Ca®" solutions and the tissues
were incubated with 10° M T, with/without verapamil for 60 s
(Menegaz et al., 2010a).

Extracellular “°Ca" from the testis was thoroughly washed off
in 127.5 mM NaCl, 4.6 mM KCI, 1.2 mM MgSO,, 10 mM HEPES, 11
mM Glucose, and 10 mM LaCls, at pH 7.4 (30 min in washing
solution). The presence of La®* during the washing stage was found to
be essential to prevent release of the intracellular “Ca?* (Batra and
Sjogren, 1983). After La®* tissue washing, testes were homogeneized
with 0.5 M NaOH solution; 50 pL aliquots of tissue medium were
placed in scintillation fluid for counting in a Beckman coulter beta
liquid scintillation spectrometer (model LS 6500; Fullerton, California,
USA), and 5 pL aliquots were used for total protein quantification by
Lowry method (1951). The results were expressed as pmol *°Ca®*/ug of
protein (Menegaz et al., 2010a).

Thymidine DNA incorporation

For experiments on DNA **C-thymidine incorporation, testes
were incubated in KRb buffer with [methyl-**C] thymidine (1 uCi/mL)
in the absence (control) or presence of T, (10 M) with/without EGTA
(2 mM), BAPTA-AM (5 x 10° M), RGD (5 x 10" M) or T5 (10°® M) for
60 min at 34 °'C, pH 7.4. At the end of the incubation, cells were rinsed
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twice with cold buffer to remove the unincorporated [**C]-thymidine.
Ice-cold trichloroacetic acid (10%) was added and the acid-insoluble
material was dissolved with 0.5 M NaOH. Radioactivity was measured
by liquid scintillation using a LKB rack beta liquid scintillation
spectrometer (model LS 6500; Multi-Porpose Scintillation Counter-
Beckman Coulter, Boston, USA). The protein concentrations were
determined by Lowry method (1951) and the results were expressed as
cpm/ug of protein (Lucas et al., 2008).

Primary culture of Sertoli cells and secretory activity

Sertoli cells were obtained from 11-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. (1975). Sertoli cells were
seeded at the concentration of 200 000 cells/cm” in 24 wells Falcon
culture plates (Deutscher, Brummath, France) and cultured for 72 h in
Ham’s F12/DMEM (1:1) medium supplemented with serum
replacement 3 from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA),
2.2 g/L sodium bicarbonate and antibiotics (50,000 IU/L penicillin, 50
mg/L streptomycin, 50 mg/L kanamycin), fungicide (0.25 mg/L
amphotericin B), Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA) in a
humidified atmosphere of 5% CO,: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) (Galdieri et al., 1981). 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 washed in Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) (136.9
mM NacCl, 16.7 mM NaHCO3, 1.3 mM CacCl,, 5.4 mM KCI, 0.65 mM
MgSO, 0.27 mM Na,HPO,, 0.44 mM KH,PQO,, 6.1 mM glucose). After
that, the medium was changed by fresh HBSS containing 3 pM
quinacrine and cells were incubated for 30 min at 34 °C. Time-course of
T4 (10'9 M) was carried outat 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10 min based in
a previous similar approach from our group (Menegaz et al., 2010b).

Exocytosis imaging in primary culture of Sertoli cell
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Microscopy imaging was performed on quinacrine-loaded live
Sertoli cells as described before by Menegaz et al. (2010b). Briefly,
cells were washed with HBSS and loaded with 3 pM quinacrine
dissolved in HBSS for 30 min at 34 °C. Sertoli cells were viewed under
an Olympus BX41fluorescence microscope using a FITC filter.
Exocytosis was identified as the rapid loss of quinacrine fluorescence
when released into the medium, indicating fusion of secretory vesicles
with the plasma membrane with/without the hormone stimulus. Images
were obtained with QColor 3C digital camera (Q-imaging) at a scanning
rate of 1 image/60 s and processed with Q-capture Pro 5.1 software

program (Q-imaging).
Statistical analysis

The results are means + S.E.M. 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.

Results

In order to follow up the studies of rapid responses to T, in
immature rat testis, a very well characterized neutral amino acid
transport system in the testis was used. The analogue a-(methyl-
amino)isobutyric acid ([**C]-MeAIB), doesn’t has a tRNA inside the
cells than it accumulates into the cytosol and appropriately reflects the
transport through the plasma membrane. Fig. 1A shows that the
stimulatory effect of T, (10° M) on amino acid accumulation (most
potent dose of T, chosen from our previous report by Menegaz et al.;
2006) was totally blocked by tetrac (10° M), a thyroid hormone
analogue that inhibits T4 binding to the cell surface. In addition, any per
se effect of tetrac was observed in the basal amino acid accumulation.

Experiments were carried out to compare the effect of rT; and
T, on amino acid ([**C]MeAIB) accumulation in immature rat testes.
Fig. 1B demonstrates the dose-response curve of rT; at doses ranging
from 10° to 10° M. The addition of 10° M of rT; elicited a
stimulatory effect on amino acid accumulation around 136% compared
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with control group. In percentage terms, 10° M rT; exhibited higher
potency than T, (76% of stimulation) on amino acid accumulation. Any
effect was observed at 107%°, 1078 107 and 10°® M to rT; in these
experimental conditions, when compared to control group.

In additional studies, the amino acid accumulation in the
presence of 5 x 107 M RGD (a peptide that inhibits thyroid hormone
binding to integrins), separately or together with 10° M of T, was
examined. As it was expected, T, stimulated significantly amino acid
accumulation while RGD peptide did not affect the basal amino acid
transport. In contrast, RGD was able to prevent the stimulatory effect of
T, (Fig. 1C).

We have previously shown that T, increases “>Ca®* uptake
immediately after 60 s of hormone exposure and that the voltage-
dependent Ca?* channels and ATP-dependent K* channels are a set
point to mediate the stimulatory effect of T, on amino acid
accumulation in immature rat testis. Based in some findings in
immature rat testis we selected the optimal concentration of verapamil,
EGTA and BAPTA-AM used in similar approaches previously
published (Volpato et al., 2004; Menegaz et al., 2006; 2010a). In order
to verify the type of Ca?* channel involved in the stimulatory effect of
T. a L-type voltage-dependent Ca?* channel (L-VDCC) blocker was
used. Fig. 2 shows that the stimulatory effect T, was partially inhibited
by verapamil, suggesting that the majority of extracellular Ca®* uptake
stimulated by T, is mediated by these channels.
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Fig. 1. (A) Influence of tetrac on stimulatory effect of T, on [*C]-MeAIB
accumulation in rat testes. Means + S.E.M. For control, n= 8; tetrac (10° M), n=
6; T, (10° M), n= 6. ***P < 0.001 compared with control group; ##p < 0.01
compared with T, group. (B) Effect of T, (dose-response curve) on [*C]-
MeAIB accumulation in rat testes. Means + S.E.M. For control and rT; (10'6,
107, 10®, 10°, 10™ M), n= 4 for each group. ***P < 0.001 compared with
control group. (C) Effect of RGD peptide on stimulatory effect of T, on [**C]-
MeAIB accumulation in rat testes. Means + S.E.M. For control, n=8; RGD (5 x
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107 M), n= 6; T, (10° M), n= 6. ***P < 0.001 compared with control; ## p<
0.01 compared with T, group. Pre-incubation time: 30 min; incubation time: 60
min.

~ 3001 [— Control

£ s

s ok E==E Verapamil
° E_ I — Il 1, + Verapamil
3 S 2001
s 3 #
& = —T—
-]
o
T e 1004 e

(=]

=

£

&

0

Fig. 2. Influence of voltage-dependent-calcium channels on stimulatory effect
of T, in ®*Ca® uptake in immature rat testes. Pre-incubation: 15 min in KRb,
additional pre-incubation: 60 min with 0.1 pCi/mL of “*Ca®* and incubation
time: 60 s with 0.1 pCi/mL of *Ca® in the presence or absence of verapamil
(10™* M) with/without T, (10° M). Means + S.E.M.-n= 4 for all groups. ***P <
0.001 compared with control group; #p < 0.05 compared with T, group.

To examine the role of Ca*" in T,~induced activation on DNA
thymidine incorporation, first, testes were incubated for 60 s with “°Ca?*
with/without L-VDCC blocker, verapamil. Further studies were carried
out with T, (10° M) and T (10° M) with **C-thymidine for 60 min of
incubation in the presence or absence of 2 mM EGTA (Ca?* chelator).
EGTA alone did not alter thymidine DNA incorporation. Fig. 3A shows
a significant increase on DNA thymidine incorporation in the presence
of T, which was totally inhibited when extracellular Ca®* was chelated
by EGTA. Considering that TH nuclear receptors are widely recognized
as modulators of gene expression and protein synthesis, and also that
deiodinases are present in rat testis, the effect of T3, one of the products
of T, deiodination, was also investigated in this approach. As it was
expected, T3 was able to increase DNA thymidine incorporation after 60
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min of incubation in a level similar to that observed to T, in a
physiological concentration.

Since our results pointed to a role for Ca**-dependent pathways
in the thymidine DNA incorporation regulated by T,, we also examined
intracellular Ca®* involvement. To prevent the increase in cytosolic
Ca?*, BAPTA-AM was used at 50 pM. When the intracellular Ca** was
chelated, no change in basal DNA activity was observed, however, the
stimulatory effect of T, (10° M) on DNA thymidine incorporation was
nullified (Fig. 3B). It suggests also the existence of an intracellular Ca*'-
dependent pathway in the hormonal action and clearly demonstrates that
Ca’" is essential to T, stimulation on DNA activity in the testis.

The role of plasma membrane integrin o,ps in T, activation
DNA thymidine incorporation in rat testis was examined by 5 x 107 M
RGD peptide incubated for 60 min with/without of T,. The increased
thymidine DNA incorporation by T, was not influenced by pre-
incubation and incubation with RGD. Thymidine incorporation was
unaffected in basal conditions even in the presence of RGD (Fig. 3C).
These observations are consistent with the existence of a binding site for
T, at plasma membrane integrin a,f; to mediates rapid responses in
immature testes that not necessary culminates with classical nuclear
activity to TH.

We demonstrated that tubulin network integrity is crucial for
the amino acid accumulation in immature rat testis (Wassermann et al.,
1992). Further, we showed that phosphorylation of vimentin is
modulated by short-term effect of TH through a Ca®*-dependent
pathways leading to cytoskeleton reorganization (Zamoner et al., 2005).
Recently, we reported the involvement of chloride channels on
exocytosis in TM4 cells (Menegaz et al., 2010b). Following this context,
we analyzed two different events, cytoskeleton integrity and chloride
channels (CIC-3) activity on amino acid accumulation. Fig. 4A shows
that 10 uM colchicine, a network microtubule disruptor, was effective to
block the stimulatory effect of T, on amino acid accumulation. Taking it
in account, we investigated the influence of DIDS, a specific blocker of
voltage-dependent CI” channels in the stimulatory effect of T, on amino
acid accumulation (Fig. 4B). This agent also was able to disturb the
stimulatory effect of T4 on amino acid accumulation suggesting that, at
least in part, the action of T, initiated at the plasma membrane can result
in a rapid secretory activity of Sertoli cells.
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Fig. 3. (A) Influence of EGTA on stimulatory effect of T, in thymidine DNA
incorporation in immature rat testes. Means + S.E.M. for control, T, (10° M),
EGTA (2 mM) and T, (10°° M), n= 4 for each group. **P < 0.01 compared with
control group; ##p < 0.01 compared with T, group. (B) Effect of BAPTA-AM
on stimulatory effect of T, in thymidine DNA incorporation in immature rat
testes. Means + S.E.M. for control, T, (10° M), BAPTA-AM (50 uM), n= 4 for
each group. *P < 0.05 compared with control group; #p < 0.05 compared with
T, group. (C) Effect of RGD peptide on stimulatory effect of T, in thymidine
DNA incorporation in immature rat testes. Means + S.E.M. for control, RGD (5
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x 107 M), T, (10® M), n= 5 for each group. *P < 0.05 compared with control
group. Pre-incubation time: 30 min; incubation time: 60 min.
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Fig. 4. (A) Effect of colchicine on stimulatory action of T, in [*C]-MeAIB
accumulation in rat testes. Means + S.E.M. For control, n= 4; colchicine (10°
M), n= 5; T, (10° M), n= 5. **P < 0.01 compared with control; ##p < 0.01
compared with T, group. (B) Effect of DIDS on stimulatory action of T, in
[*“C]-MeAIB accumulation in rat testes. Means + S.E.M. for control, DIDS
(200 pM), T, (10 M), n= 4 for each group. *P < 0.05 compared with control;
#p < 0.05 compared with T, group. Pre-incubation time: 30 min; incubation
time: 60 min.

In order to investigate the effect of T, on secretory activity, rat
Sertoli cells were stained with 3 uM quinacrine for 30 min. After wash,
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cells were incubated with 10° M T, and immediately visualized under
fluorescence illumination. Control group was incubated without
hormone for the same period than treated group. Fig. 5 A and B
represent the basal quinacrine exocytosis from 0 to 4 min in an
individual Sertoli cell. Abundant fluorescent granules, distributed over
cell cytoplasm, were observed at 0 min and they still remain at 4 min in
control group. However, in Ty-treated Sertoli cells no quinacrine
fluorescence was detected after 4 min (Fig. 5C and D).

Control (' Control 4'

Fig. 5. Fluorescence images obtained from Sertoli cells stained with quinacrine.
Quinacrine stains individual secretory vesicles in the cell cytoplasm. Sertoli
cells in culture were incubated with 3 uM quinacrine for 30 min, washed and
photographed under fluorescence illumination immediately (A and C) or every
1 min for 10 min of incubation either in the absence or presence of T,,
respectively (B and D). Incubation of cells with 10° M T, caused fusion of



62

quinacrine-loaded vesicles to the plasma membrane and release of the
fluorescent content into the surrounding medium, as seen by the loss of
fluorescence from most vesicles located on the cell’s periphery. This effect was
observed after 4 min incubation period with T,. (A) Control, 0 min. (B) Control,
4 min. (C) T4, 0 min. (D) T4, 4 min. Experiments were performed 4 times with
similar results. Bar = 10 um.

Discussion

We have been demonstrated that beyond “classical” genomic
effects of TH, T, acts on plasma membrane and modulates signal
transduction via rapid responses in immature rat testis and Sertoli cells
(Menegaz et al., 2006; 2010a). The system “A” of amino acid transport
is exclusively a plasma membrane event and is regulated by FSH,
retinol, 1,25(0OH), vitamin D; and also by TH (Cruz-Curte and
Wassermann, 1985; Silva et al., 2002; Menegaz et al., 2009). The effect
of T, on plasma membrane is characterized by the measurement of a
specific and non-metabolic N-methylaminoisobutyric acid accumulation
into the cells (Silva and Wassermann, 1999; Silva et al., 2001).
Although a collection of effects reported to T4 and/or T, started at the
plasma membrane level that culminates in rapid responses, there is no
clear understand about direct physical interaction of TH in a specific site
at plasma membrane in the testicular cells (Zamoner et al., 2011). We
demonstrated that a deaminated T, derivative which inhibits binding and
action of T, at the integrin receptor, blocks the stimulatory effect of T,
in amino acid accumulation. As far as we know, it is the first
demonstration of a compound able to displace and block a known
plasma membrane event (amino acid transport system) stimulated by T,
in rat testis. Similar to our results, it was demonstrated that tetrac was
also able to inhibit nongenomic effect of T, (Bergh et al., 2005).
Furthermore, several nongenomic actions of TH initiated at the plasma
membrane were specifically inhibited by tetrac, an antagonist of integrin
receptor-mediated nongenomic action of TH (Davis et al., 2010). Taking
together, the tetrac results are therefore a probe of the involvement of
integrin as a receptor to this nongenomic effect of T, in the testis.

Previously, we demonstrated that the nongenomic effect of T,
on amino acid accumulation in Sertoli cells occurs through an individual
mechanism and T, is 10° times more potent than T; (Menegaz et al.,
2006). Surprisely, rTz produced a significant stimulatory effect on
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amino acid accumulation and was almost twice more potent than Tj,.
Other groups reported the effect of rT3 on actin polymerization
(Leonard and Farwell, 1997), as well as a neuronal migration and
neurite outgrowth regulated by both T, and rT3 through a nongenomic
mechanism (Farwell et al., 2005).

A large family of integrins is cell adhesion receptors; anchor
properly cells to extracellular matrix locations and also mediate signal
transduction into the cell (Calderwood et al., 2000). The tripeptide RGD
(Arg-Gly-Asp), first described recognition site is a ligand for a most of
ay integrins, among them, a,Bs (Vinatier, 1995; Kumar, 1998). A cell
surface receptor for TH, o3 integrin, was first described by Bergh et al.
(2005). In order to analyze the role of integrin as receptor to mediate the
stimulatory effect of T, on amino acid accumulation, we used the RGD
peptide. As it can be observed, this peptide blocked 75% the stimulatory
action of T4 on amino acid accumulation. Taking into account the
influence of tetrac and RGD on this membrane-initiated action of T,, it
allows us to infer that integrin, probably o,fs, mediates T,-triggered
amino acid accumulation in the testis.

Rapid responses to T, in Sertoli cells were firstly demonstrated
by the blockage of hyperpolarization induced by apamin, a specific
blocker of Ca**-dependent K* channels (Menegaz et al., 2006). Taking it
in account and a recent data reported to T,-induced “*Ca** (Menegaz et
al., 2010a), Fig. 2 shows that VDCCs mediate the majority of Ca®*
entrance stimulated by T, in immature rat testis. These results reinforce
that the extracellular Ca** promptly participates in T, pathways as
recently revised by Zamoner et al. (2011).

It is well-known that extracellular Ca®" is a ubiquitous link able
to connect an external information to a plasma membrane specific site of
action and spread it’s by an efficient and potent rapid signal transduction
to regulate cytoskeleton organization, proteins traffic, enzymes
activities, nucleus activation and a variety of cellular responses. So,
further studies were carried out in order to understand if extracellular
Ca?" represents a T,-inititated plasma membrane effect that culminates
in DNA activation by an intracellular cross-talk or it can quickly
generate the rapid responses independently of DNA transcription.

Taking into account that T,and T3 nuclear receptors are widely
considered as sites of action that modulate gene expression and protein
synthesis (Palmero et al., 1995; Arambepola et al., 1998; Okubo and
Reddi, 2003) and, also by effectiveness of both iodothyronines on the
stimulation of amino acid accumulation we used 10° M T; (Menegaz et
al., 2006) as a positive control to thymidine DNA incorporation. Beyond
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the known effect of both hormones on *C-thymidine DNA
incorporation in immature rat testis, it was demonstrated that
extracellular and intracellular Ca®* are essential to observe the full
stimulatory effect of T, on thymidine incorporation since as much
EGTA as BAPTA-AM were able to block the hormone effect. In
contrast, even in the presence of RGD, a peptide that blocks the binding
of T, to integrin, T, was able to exhibit at the same magnitude
thymidine DNA incorporation. Taking together the results from Fig. 3,
they are in line with a variety of previous studies that demonstrated links
between rapid responses mediated by plasma membrane effectors and
alterations in nuclear activity (Hoffman et al., 2002; Farach-Carson and
Davis, 2003; Zanatta et al., 2011). However, it is clear that the plasma
membrane effect of T, on amino acid accumulation and rapid
stimulatory effect of the hormone on *Ca?* uptake is independent of its
stimulatory action on DNA activation. In addition, from our point of
view, the effect of T,-triggered by plasma membrane integrin seems to
coordinate a rapid response not necessary connected to nuclear activity.

In order to clarify if the T4-induced amino acid stimulatory
effect converges to cellular secretion, experiments involving
cytoskeleton movement and ionic channel engaged with secretion were
carried out. In this context, colchicine a microtubules disruptor and
DIDS, a stilbene derivative which blocks CIC-3 outwardly rectifying
chloride channels (Jentsch et al., 2002; Qu et al., 2003), were used to
investigate their influence on intracellular substances or vesicles traffic
on the testis. As it can be observed, both of them were able to nullify
completely the stimulatory action of T, on amino acid accumulation.
These results are in line with that demonstrated to follicle-stimulating
hormone on amino acid uptake in the presence of colchicine
(Wassermann et al., 1992) and more recently with the effect of 1,25
(OH), vitamin D3 to increase exocytosis in TM4 sertoli cell line by CIC-
3 activity (Menegaz et al., 2010b). The involvement of chloride
channels in exocytosis event have been reported in a variety of
endocrine tissues (Turner and Sedej, 2005; Xiaoyu et al., 2007,
Menegaz et al., 2010b). In addition, it has been reported that the
hormonal regulation of the secretion of CI™ and K*-rich fluid by Sertoli
cells is important in male reproductive processes. It involves multiple
signaling pathways including a variety of second messengers and the
modulation of ion channel activity (Auzanneau et al., 2006, 2008).

It seems that downstream pathways direction after T,-plasma
membrane interaction depends on physiological demands to be
accomplished. So, further studies were developed to highlight the T,
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rapid effect in this approach. Here, we found that T, was able to induce
exocytosis in Sertoli cells in a very short-term effect compared to basal
vesicular secretion from zero to 4 min. We conclude that T, appears to
contribute as modulator of male reproductive functions at least in part
by stimulating Sertoli cell secretory functions. Taken together, our
results demonstrate for the first time that the effect of Ts-inititated at
plasma membrane by integrin interaction to increase amino acid
accumulation is independent of nuclear activity and couple to exocytosis
stimulation in immature rat Sertoli cells.
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4. DISCUSSAO

J& esta bem estabelecido que os HT agem nas células através de
mecanismo genémico e/ou através de mecanismo ndo-genémico. O
horménio T4 age na membrana plasmética e modula vias de transdugéo
de sinais através de respostas rapidas em testiculos e células de Sertoli
de ratos imaturos (MENEGAZ et al., 2006; 2010a). O sistema “A” de
transporte de aminoacidos é exclusivamente um evento de membrana e
é regulado por FSH, retinol, 1,25(0OH), vitamina D3 e também pelos HT
(CRUZ-CURTE; WASSERMANN, 1985; SILVA et al., 2002;
MENEGAZ et al., 2009).

Estudos realizados em testiculos de ratos imaturos mostraram
que os hormonios T4 e T3 tém um efeito estimulatério no transporte de
aminoacidos neutros, sendo que o T, é 10° vezes mais potente que o T
(VOLPATO et al.,, 2004; MENEGAZ et al., 2006). No presente
trabalho, mostramos que um dos metabdlitos do T4, 0 Tsr, produziu um
significante efeito estimulatério no transporte de aminoécidos em
testiculos de ratos imaturos, e assim como 0 T4, o0 efeito do Tsr é 10°
vezes mais potente que o Ts. Trabalhos mostram que 0 T4 e 0 Tar, mas
ndo o T3, aumentam rapidamente (~10-20 minutos) o contetdo de F-
actina em astrocitos (SIEGRIST-KAISER et al., 1990; FARWELL et
al., 2006), assim como outros estudos mostram que o efeito do Tar é
semelhante ao efeito do T, na regulagdo ndo-gendmica da atividade da
deiodinase D2 e na organizacdo dos microfilamentos em astrdcitos e
neurdnios (LEONARD; FARWEEL, 1997; SIEGRIST-KAISER et al.,
1990; FARWELL et al., 2005; FARWELL; LEONARD, 2005). Estes
estudos indicam a similaridade entre T, e Tar nas a¢cdes ndo-gendmicas
efetuadas pelos mesmos, e relatos de que o Tar € a iodotironina mais
abundante durante a vida fetal (ROTI et al., 1982) poderiam justificar a
acdo deste metabdlito em testiculos de ratos imaturos.

Farwell et al. (1995) sugeriram que o receptor para 0os HT
poderia estar em uma integrina na superficie das células. Em 2005,
Bergh et al. descreveram este receptor para T, € T3 no dimero de
integrina a3, na membrana plasmatica de fibroblastos. A integrina o,[33
é expressa na superficie de diferentes tipos celulares, como em células
endoteliais e células vasculares (CHEN, 2006), células tumorais
(MOUSA et al., 2005), osteoblastos (SCARLETT et al., 2008) entre
outras. Devido a presenca desta integrina na superficie das células e
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desta apresentar um sitio receptor para os HT, diversas agBes destes
horménios iniciadas no receptor de integrina ja foram demonstradas
(BERG et al., 2005; MOUSA et al., 2005; DAVIES et al., 2006; CHEN,
2006; SCARLETT et al., 2008; LIN et al., 2009; LUIDENS et al.,
2010).

O tripeptidio RGD (Arg-Gly-Asp), primeiro sitio de
reconhecimento descrito, € um ligante para a maioria das integrinas oy,
entre elas a integrina a,f3 (VINATIER, 1995; KUMAR, 1998). Sendo
que a ligagdo do T4 e T3 a este receptor de membrana é bloqueada pelo
peptidio RGD e por anticorpos anti-integrina, se sugere que 0 sitio
receptor destes horménios esta préximo ou no sitio de reconhecimento
RGD na integrina a,f3. Como o andlogo desaminado do Ty, 0 tetrac,
também impede a ligagdo destes hormdnios ao receptor de integrina, ele
pode ser usado para determinar se h& participacdo do receptor de
integrina nos efeitos dos HT iniciados na membrana plasmética (BERG
et al., 2005; DAVIES et al., 2006).

Um dos objetivos deste estudo foi determinar se a integrina a3
estd envolvida no efeito estimulatério do T, no transporte de
aminoacidos neutros nos testiculos de ratos imaturos, porém, a presenca
desta integrina nas células testiculares ainda é desconhecida. Neste
trabalho mostramos que a a¢do estimulatéria do T, no transporte de
aminoacidos foi inibida na presenca do tetrac e do peptidio RGD, sendo
que este bloqueou 75% da acdo do T4, sugerindo que a integrina oyf3
estd presente na membrana das células testiculares e que o transporte de
aminoacidos estimulado por T, seja um efeito resultante da ligacdo deste
hormdnio a integrina.

O Ca** regula muitos processos celulares, incluindo secreco de
horménios, de neurotransmissores e de proteinas. Muitos dos efeitos
ndo-gendmicos dos HT envolvem respostas celulares mediadas por Ca®*
em diferentes tipos celulares (SEGAL, 1990; VOLPATO et al., 2004;
ZAMONER et al., 2005, 2007a, 2008, MENEGAZ et al., 2010a), e
estudos relatam a presenca de canais de calcio dependentes de voltagem
(CCDV) do tipo L em células de Sertoli (D’AGOSTINO; MENE;
STEFANINI, 1992; SILVA et al., 2002; ZAMONER; PESSOA-
PUREUR; SILVA, 2011).

Respostas rapidas do T, em células de Sertoli foram
primeiramente demonstradas através da hiperpolarizacdo imediata
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destas células na presenga do horménio. A caracteriza¢do de canais de
K* dependentes de Ca®* foi confirmada com a apamina, que blogueou
completamente o efeito hiperpolarizante induzido pelo horménio
(MENEGAZ et al., 2006). Considerando este evento e recentes estudos
que relataram a captacéo de “°Ca*" induzida por T, mostramos que 0s
CCDV medeiam a maior parte da entrada de Ca®* estimulado por T, em
testiculos de ratos imaturos. Estes resultados reforcam que o Ca®*
extracelular participa das vias de ativacdo do T4, como foi recentemente
revisado por Zamoner et al., 2011.

O Ca?* ¢ capaz de ligar uma informacéo externa em um sitio de
acao especifico na membrana plasmatica e repassar este sinal através da
ativacdo de vias de transducdo de sinais rapidas. Este sinal pode regular
a organizacdo do citoesqueleto, trafego de proteinas, atividade de
enzimas, ativacdo nuclear e uma variedade de respostas celulares.
Vérios estudos ja foram realizados para compreender se o Ca?*
extracelular representa um efeito na membrana plasmatica iniciado pelo
T, com consequente ativagdo nuclear ou se ele pode gerar respostas
rapidas independentes da transcricdo génica.

Sabendo que os receptores nucleares para T, e Ts; séo
considerados sitios de acdo que modulam a expressdo génica e sintese
de proteinas (PALMERO et al., 1995; ARAMBEPOLA et al., 1998;
OKUBO; REDDI, 2003), usamos 0 Tj (10'6 M) (MENEGAZ et al.,
2006) como controle positivo para a incorporacdo de timidina ao DNA.
Além do conhecido efeito de ambos os horménios na incorporagdo de
14c-timidina no DNA em testiculos de ratos imaturos, foi demonstrado
que o Ca®* intra e extracelular sdo essenciais para o completo efeito
estimulatério do T4 na incorporacdo de timidina, sendo que EGTA e
BAPTA-AM inibiram o efeito do horm6nio. Ao contrario, na presenca
do peptidio RGD, o efeito estimulatério do T, na incorporacdo de
timidina ndo foi alterado. Os resultados mostrados na figura 3 estdo de
acordo com estudos prévios que mostram a ligacdo entre respostas
rapidas mediadas por efetores na membrana plasmatica e alteracdes na
atividade nuclear (HOFFMAN et al.,, 2002; FARACH-CARSON;
DAVIES, 2003; ZANATTA et al., 2011). No entanto, esta claro que o
efeito do T4 no acimulo de aminoacidos e o rapido efeito estimulatério
do horménio na captacéo de “*Ca”* é independente da ativagdo nuclear.
Além disso, o efeito desencadeado pela ligacdo do T, a integrina
presente na membrana plasmatica parece ser responsavel pelas respostas
rapidas, mas ndo esta conectado com a atividade nuclear.
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Para esclarecer se o efeito estimulatério no transporte de
aminoacidos induzido por T, converge para o evento de secrecdo
celular, experimentos envolvendo o movimento do citoesqueleto e
canais idnicos envolvidos com secrecdo foram realizados. Neste
contexto, a colchicina, um inibidor da polimerizacdo dos microtdbulos e
0 DIDS, um derivado do estilbeno que blogueia os canais de CI" do tipo
CIC-3 (JENTSCH et al., 2002; QU et al., 2003), foram usados para
investigar a influéncia dos microtibulos e dos canais CIC-3 no trafego
de substincias ou vesiculas intracelulares nos testiculos. Como
observado, ambos inibiram completamente a acdo estimulatéria do T,
no acumulo de aminoacidos. Estes resultados corroboram com o que foi
demonstrado para 0 FSH no transporte de aminoacidos na presenca de
colchicina (WASSERMANN et al., 1992) e, mais recentemente, no
efeito da 1,25(0OH), vitamina D3 no aumento da exocitose em linhagem
de células TM4 (MENEGAZ et al., 2010b). O envolvimento dos canais
de CI" na exocitose foi relatado em uma variedade de tecidos (TURNER,;
SEDEJ, 2005; XIAOYU et al., 2007; MENEGAZ et al., 2010b). Além
disso, a regulacdo hormonal da secrecio do fluido rico em CI" e K" pelas
células de Sertoli é importante para 0s processos reprodutivos
masculinos. Trata-se de mdltiplas vias de sinalizacdo incluindo uma
diversidade de segundos mensageiros € a modulacdo da atividade de
canais ibnicos (AUZZANNEAU et al., 2006, 2008).

Apo6s a interagdo do T, com a membrana plasmatica, a diregédo
das vias de sinalizacdo depende da demanda fisiologica da célula e/ou
tecido. Vérios estudos foram realizados para compreender o efeito
rapido do T, nesta abordagem. Neste trabalho vimos que este horménio
foi capaz de induzir exocitose em células de Sertoli em um tempo muito
curto, comparado a secrecdo vesicular basal, o que corrobora com
resultados mostrados por Menegaz et al. (2010b), que demonstraram que
em linhagens de células TM4 o horménio 1,25(0OH),-D3, através de
acOes ndo-gendbmicas, estimula o processo exocitico acoplado as
correntes de cloreto e fosforilagdo dos canais CIC-3.
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5. CONCLUSOES

Dos resultados apresentados, podemos concluir que:

O hormdnio T, e 0 metabdlito Tsr estimulam o transporte de
aminoacidos, ja o analogo tetrac ndo alterou o transporte basal, mas foi
efetivo em inibir a acdo do T, em testiculos de ratos imaturos.

O receptor de integrina o,p3 pode estar envolvido no efeito
estimulatério do T, no transporte de aminoacidos.

O efeito estimulatério do T, na captagdo de Ca®* é mediado por
canais de Ca?* dependentes de voltagem.

O efeito estimulatério do T4 na incorporagdo de timidina no
DNA é dependente do Ca** intra e extracelular e independente da
interacdo do horménio com a integrina ha membrana plasmatica.

O efeito estimulatério do T, no transporte de aminoacidos
depende da integridade dos microtubulos do citoesqueleto celular e da
atividade dos canais de CI" do tipo CIC-3.

O T, estimula a exocitose, exibindo uma réapida resposta das
células de Sertoli de ratos imaturos.

Através dos resultados do presente trabalho, concluimos que o
T, parece contribuir como modulador das funcgdes do sistema reprodutor
masculino, pelo menos em parte, estimulando as funcdes secretorias das
células de Sertoli. Os resultados em conjunto, demonstram pela primeira
vez, o efeito do T, iniciado na membrana plasmatica pela ligacdo do
mesmo na integrina e estimulando o transporte de aminoacidos, o qual é
independente da sintese de proteinas e estimula o0 processo de exocitose
em células de Sertoli imaturas (Figura 7).
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despolarizagio o que desencadeia o co-transporte Na'-aminoacido. Além disso,
o Ca”" participa das acdes nucleares do T,, assim como, ativa PKC que regula a
atividade dos canais idnicos e do citoesqueleto celular e/ou promove um “cross-
talk’ intracelular, ativando a transcricdo génica. Também, com o auxilio dos
microtubulos do citoesqueleto e dos canais de CI do tipo CLC-3, 0 hormdnio T,
estimula a exocitose de vesiculas através de mecanismo de a¢do ndo-gendmico.
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6. PERSPECTIVAS

A caracterizacdo da integrina envolvida na interacdo do hormonio
T4 e/ou dos HT na membrana plasmética das células de Sertoli e 0
mecanismo de a¢do do horménio para a alteragdo da atividade celular
por uma via ndo-gendmica, culminando em atividade enzimatica,
exocitose, entre outras, ou através de inter-relacdes dos efeitos iniciados
na membrana plasmatica com a atividade nuclear (sintese de proteina,
proliferacdo celular, etc) poderiam determinar sitios intracelulares Uteis
para a intervencdo de substancias exdgenas (farmacos) com potencial
terapéutico.
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