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“Sera que somos apenas mutacdes aleatorias, pasade um DNA que vive uma

eterna jornada em busca de evolucéo, vagando niversmsem sentido?”

(Modificado de Arntz et al., 2005)

“Na logica formal, uma contradicao € sinal de fezoa entretanto, na evolucao do
verdadeiro conhecimento, a contradicdo assinatanepo passo no progresso em direcdo a
vitoria.”

(Whitehead, 2005)

“Ainda que eu ande pelo vale da sombra, ndo temeknenhum, porque tu estais

comigo”

(Salmo 23.4)
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Resumo

Nas ultimas décadas, os seres humanos vém sendst@x@ varios agentes fisicos
exdgenos, como temperaturas elevadas induzidasgogoamentos industriais e a exposi¢ao
aos campos eletromagnéticos (CEM) emitidos porelipas eletrénicos. Pesquisas vém
demonstrando que estes agentes podem gerar distiidprodutivos. O objetivo do capitulo
1 do presente trabalho foi investigar o possiveit@fda exposicdo ao CEM de baixa
frequéncia de 60 Hz e 1 mT desde o 13° dia de@estté a puberdade aos 21 dias pos-natal.
Os resultados demonstraram que a exposi¢cao ao €&ziu os parametros relacionados ao
limen, epitélio e tubulos seminiferos. Também fsayvado o aumento no volume dos vasos
sanguineos e das células do tecido conjuntivo nimsaés expostos ao CEM. A testosterona
plasmatica ndo se alterou devido a exposicao ao.@edAposicdo ao CEM de 60 Hz e 1 mT
desde a gestacdo até a puberdade pode induziardaeio desenvolvimento testicular. No
capitulo 2, o objetivo foi avaliar o efeito da eggéio ao CEM de baixa frequéncia (60 Hz e 1
mT) desde o 13° dia de gestacdo até os 90 diasmgbals{adulto). A concentracdo da
testosterona plasmatica néo foi alterada devidepasicdo ao CEM. Entretanto, as analises
histopatoldgicas e histomorfométricas demonstratageneracao testicular em um sub-grupo
dos animais expostos ao CEM. A gravidade do proceegenerativo variou entre 0s
individuos afetados, indicando uma sensibilidaddividual ao CEM. A andlise de
microscopia eletrbnica também demonstrou degenerdeéticular, sendo a principal
alteracéo observada a presenca de mitocondriasddasas e com perda da sua organizacao
e cristas. A exposicdo ao CEM de 60 Hz e 1 mT paadierar a espermatogénese e reduzir a
fertilidade. No capitulo 3, o presente trabalhaetbpu analisar os efeitos do choque térmico
(43°C / 15 min.) e da inibicdo da Hsp90 nos cadaiséalcio Ca3 tipo-T e potassio ativado
por calcio (Bk.y) em células de Leydig. Os resultados obtidos agasl que nos canais BK
o choque térmico reduziu a corrente do estadoiesta® em 49,8%, a condutancia maxima
em 68,9% e a constante de tempo de ativacdo €9#310 choque térmico tornou mais
lenta a ativacdo dos canais 8k reduziu sua dependéncia de voltagem. A inibiigablsp90
nao alterou os canais BK A corrente dos canais ¢atipo-T ndo foi afetada pelo estresse
térmico ou pela inibicdo da Hsp90. A exposicaoasdslas de Leydig a temperatura elevada

pode inibir os canais Bk, a Hsp90 parece nao estar envolvida neste pracesso

Palavras-chave: Campo eletromagnético de baixa frequéncia, espeg@aese,
desenvolvimento testicular, temperatura elevadalastde Leydig, canais de célcio e canais

de potassio.
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Abstract

In recent decades, humans have been exposed tmya@xogenous physical agents, such as
high temperatures emitted by industrial devices alettromagnetic fields emitted by the
electricity distribution networks and electronicviies. Researches demonstrated that these
agents can cause reproductive disorders. The chhpmtkthis study aimed to investigate the
possible effects of low frequency EMF exposure @Hz and 1 mT from day 13 of gestation
up to puberty at 21 postnatal days. The resultsvetiothat exposure to EMF reduced
parameters related to the lumen, epithelium andrsfarous tubules. It was also observed an
increase in the volume of blood vessels and coiveetissue cells in animals exposed to
EMF. The plasma testosterone did not change d&diie exposure. The exposure to EMF of
60 Hz and 1 mT from gestation to puberty can indaelay in testicular development. In
chapter 2, the aim was to evaluate the effectxpbdsure to low frequency EMF (60 Hz and 1
mT) from the 18 day of gestation up to 90 postnatal days (adiilte plasma testosterone
concentration was not changed by EMF exposure. Memethe histopathological and
histomorphometrical analysis showed testicular degaion in a subset of animals exposed
to EMF. The degenerative process severity variedngraffected animals, indicating an
individual sensitivity to EMF. The electron micrapy analysis also showed testicular
degeneration, the main change was high electrodemszehondria with loss of normal
organization and cristae. The exposure to EMF of 80 and 1 mT seems to alter
spermatogenesis and reduce the fertility. Chapteme&d to analyze the effects of heat shock
(43 °C / 15 min.) and Hsp90 inhibition on \@GaT-type calcium channels and calcium-
activated potassium channels (BKin Leydig cells. The results showed that exposoreeat
shock induced a reduction in BK channels steady-state current (49.8%), maximum
conductance (68.9%) and activation time constaft9¢d). Heat shock slowed the BK
channels activation and reduced its voltage depeedeHsp90 inhibition did not change
BKca channels. The G& channels current was not affected by heat shoaclsp90
inhibition. The heat shock can inhibit BKchannels, the Hsp90 does not seem to be involved

in this process.

Keywords: Low-frequency electromagnetic field, spermatogendesticular development,

high temperature, Leydig cells, calcium channet$ potassium channels.
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1. Introducéo
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Os organismos vivos evoluiram ao longo dos tempoda expostos a agentes fisicos
naturais, tais como o calor e as radiacoes eleffoéimas emitidas pelo sol e pelo campo
magnético da terra. Entretanto, os seres humamgliziram na sociedade diversas fontes
artificiais de agentes fisicos, 0 que despertounterésse da comunidade cientifica em
identificar ospossiveis efeitos deletérios destes agentes nadiggi#o. Um importante perigo
ambiental para a fertilidade dos machos é o estrigsmico (JUNG e SCHUPPE, 2007). O
aumento na temperatura testicular pode ocorreddevexposicao ocupacional, estilo de vida
ou desordem clinica (AKTAS e KANTER, 2009). Outrospivel fator de risco ambiental
para a fertilidade é a presenca dos campos elegregtiaos (CEM) de baixa frequéncia, pois
estes sdo gerados pela producdo, distribuicadibzagho de energia elétrica (CHUNG et al.,
2005).

Aproximadamente 8% dos homens apresentam probleimasfertilidade, destes,
10% possuem causas reversiveis afetando seu itéétil (ESTEVES et al.,, 2011). A
ocorréncia de alteracdes na espermatogénese estntando; fatores genéticos podem ter
funcdo secundaria, as principais hipéteses sugqueno testiculo pode ser danificado pelo
ambiente e por fatores relacionados com estiloide, \nclusive exposicdo a temperatura
elevada e ao CEM (radiagdo nao-ionizante) (AGARWeLal., 2008). A temperatura
elevada e as radiacfes sdo agentes fisicos quenpotiferir na fertilidade dos machos e
desencadear o processo de degeneracao testicURNER, 2007).

A espermatogénese € um processo complexo que diepkncddigo genético das
células germinativas, da comunicacdo com as cébaasticas do testiculo (VERHOEVEN
et al.,, 2007) e de uma complexa e interligada m@eenteragcbes enddcrina, paracrina e
autdcrina (ROSER, 2008). Este processo resultaodupdo dos espermatozoides, gametas
masculinos que caso apresentem defeito podem w&oadar o odcito (gameta feminino),

fracassando no processo reprodutivo.

Devido a interdisciplinaridade dos temas abordadeste trabalho, faz-se necesséria
uma breve revisao sobre 0s principais aspectosioakdos a espermatogénese, aos campos

eletromagnéticos de baixa frequéncia e a temperatavada.
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2.1. Espermatogénese

A base celular da reproducdo nos machos é o esfpdide, o qual se desenvolve de
células tronco testiculares através da proliferag@iiferenciacdo celular, processo chamado
espermatogénese (SCHULZ e MIURA, 2002). Inicianéoutn reservatério renovavel de
células tronco, as células germinativas mascukgadesenvolvem nos tubulos seminiferos
dos testiculos da puberdade até a vida senil (HEGUSEt al., 2003). A espermatogénese é
um processo complexo que depende do codigo gemiztgoélulas germinativas, de uma rede
de comunicagdo com as células somaticas do tes(i¢ERHOEVEN et al., 2007) e de uma
complexa e interligada rede de interagdo endogara@crina e autécrina (ROSER, 2008).

A espermatogénese dos mamiferos requer diverso&l@ep e hormobnios esteroides,
necessarios para o desenvolvimento e funcionantast@élulas germinativas e somaticas do
testiculo (HOLDCRAFT e BRAUN, 2004). A pineal sderea melatonina que age no
hipotalamo para regular a liberagdo do hormonieréidor de gonadotrofina (GnRH), este age
na hipoéfise regulando o hormonio luteinizante (leH) horménio foliculo estimulante (FSH).
O LH se liga aos receptores nas células de Letighelando a producdo de androgenos e
estrogenos, enquanto que o FSH se liga as célel8srdoli para estimular qualitativamente a
espermatogénese e modular a producdo de estrogeitisa e activina (MCLACHLAN,
2000; FRANCA et al., 2005; ROSER, 2008).

O LH (via testosterona) e o FSH séo os principagiladores da espermatogénese
(VERHOEVEN et al., 2007). A modulacdo dos hormdérgosadotroficos € realizada através
do processo de feedback negativo: o LH é modulati azdo da testosterona no hipotdlamo
(inibindo o GnRH) e hipdfise (inibindo o LH); a mdd¢&do do FSH é realizada pela inibina
(que atua inibindo) e activina (que atua estimutqnmua hipofise (MCLACHLAN, 2000;
HOLDCRAFT e BRAUN, 2004; ROSER, 2008). Nos macham®xpressao dos receptores
para FSH é limitada as células de Sertoli e ospteoes para LH sdo encontrados
principalmente nas células de Leydig, apesar debédamserem observados em células
germinativas (HOLDCRAFT e BRAUN, 2004).

O processo espermatogénico é funcional e morfdoggnte dividido em 3 fases:
espermatogonial, espermatocitaria e espermiogécécky fase é controlada por mecanismos
reguladores especificos (FRANCA et al., 2005).
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1. Fase espermatogonial: Nesta fase ocorre agmagéio das células germinativas. As
espermatogbnias tipo A sdo o reservatorio de & ltlanco da espermatogénese e as
espermatogbnias tipo B d&o inicio ao desenvolvimetids células germinativas. As
espermatogbnias se multiplicam continuamente emessix@s mitoses e as células filhas
permanecem interconectadas por pontes citoplasma(ldlOLSTEIN et al., 2003). As
espermatogbnias sdo classificadas em quatro tpggermatogonia indiferenciada tipo A
(Unica, pareada, alinhada), espermatogbnia dif@actipo A (Al, A2, A3, A4),

espermatogonia intermediaria e espermatogonidtiffeRANCA et al., 2005).

Figura 1. Imagem esquematica de uma secc¢do transversal de
tubulo seminifero fértii demonstrando varios esidagide
maturacdo das células germinativas. Modificado distelin et

al. (2003).

2. Fase espermatocitaria: Esta fase é caracterpadauas divisdbes meidticas das
células germinativas. As células germinativas enpseesdo denominadas espermatdcitos,
antes da primeira divisdo espermatoécito primarentes da segunda divisdo espermatocito
secundario (SCHULZ e MIURA, 2002). A meiose dogegmatocitos comeca com a fase de
leptoteno da profase no compartimento basal deélepgeminifero. Apos passar a jungéo de
oclusdo das células de Sertoli, os espermatodiainciam as fases de zigéteno, paquiteno e
diploteno, ocorrendo a reduplicacdo do DNA, conde@s da cromatina, pareamento dos
cromossomos homadlogos e “crossing over” (HOLSTEINle 2003). A primeira meiose &

caracterizada pela separacdo dos cromossomos gemtermaternos, que ocorre durante a
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meta-, ana- e teléfase da primeira divisdo meippoaduzindo os espermatocitos secundarios
(SCHULZ e MIURA, 2002). Na segunda divisdo meiétisaespermatdcitos secundarios nao
replicam o DNA e se dividem rapidamente para foramespermatides hapléides; as duas

divisdes de cada espermatdcito resultam em quspermatides (HOLSTEIN et al., 2003).

3. Fase espermiogénica: Nesta fase ocorre a difegiio da espermétide para
formacao do espermatozoide sem divisdo celulag, prsicesso é caracterizado pela perda de
80-90% do volume celular (SCHULZ e MIURA, 2002) 88 do volume nuclear (FRANCA
et al., 2005). A diferenciacdo da esperméatide ecdevido a condensacdo da cromatina
nuclear, formacdo do capus acrossémico pelo apamhGolgi e seu ajuste ao nucleo,
desenvolvimento do flagelo e sua implantacdo ndeoudosteriormente, as espermatides
alongadas sao liberadas no lumen dos tubulos demosi atravées do processo de
espermiacdo. Os filamentos intermediarios e osl@glitoplasmaticos das células de Sertoli
movimentam as espermatides em direcdo ao lumenatubas espermatides alongadas
aproximam suas pontes intercelulares, se descomabbaepitélio seminifero e se tornam

espermatozoides livres no limen dos tubulos seengsf(HOLSTEIN et al., 2003).

As células germinativas formam arranjos em assoemcespecificas chamadas
estagios do ciclo do epitélio seminifero, estesepoder segmentados (um estagio por sec¢ao
transversal de tubulo) ou helicoidais (em algursatas incluindo o homem) (FRANCA et
al., 2005). Estas associacbes celulares podem Isssificadas de acordo com as
caracteristicas morfolégicas do nucleo das espalesdfFRANCA e RUSSEL, 1998) ou pelo
método do desenvolvimento do sistema acrossomitiSEEL et al., 1990). No primeiro
método, oito estagios sdo obtidos para todas @&siespenquanto que no segundo, o nimero
de estagios é variado para cada espécie. O ciclepdélio seminifero € uma constante
biologica espécie-especifica sob controle do gpadle cada célula germinativa (FRANCA
et al., 1998; FRANCA et al., 2005).

As células de Sertoli estédo localizadas nos tuksgosiniferos e formam as juncdes de
oclusdo (barreira hemato-testicular), constituidesiesmossomos, jungdes do tipo “gap” e
juncdes a base de actina. A barreira hemato-témtidivide fisicamente o epitélio seminifero
nos compartimentos basal e apical, esta barregalaea passagem de proteinas e outras
biomoléculas, mantém a polaridade celular e segmiElulas germinativas pds-meidticas da
circulacao sistémica, evitando uma resposta auten{uUl e CHENG, 2007). A barreira
hemato-testicular forma um micro-ambiente adequadodesenvolvimento das células
germinativas (FRANCA et al., 2005).
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No compartimento basal estdo localizadas as esfmyordas e 0s espermatocitos
primérios na fase inicial da préfase meiotica ecampartimento adlumial estdo localizados
0S espermatocitos primarios a partir da fase détang, espermatécitos secundarios e
espermatides (SHARPE, 1994). As células de Saawibém desempenham funcées como o
fornecimento de nutrientes, suporte fisico (suatgid) para as células germinativas,
mediacdo do hormodnio foliculo estimulante (FSH)eaetestosterona na espermatogénese,
participacdo ativa no processo de espermiacao,citage das células germinativas em
apoptose (RUSSEL et al., 1990; JEGOU, 1992; HOLDERA BRAUN, 2004). Pequenos
fragmentos das espermatides contendo granulos de RNobcéndrias, goticulas de lipideos
e membranas liberados durante a espermiacao (cagidsiais) sdo incorporados e digeridos
pelas células de Sertoli (HOLSTEIN et al., 20033%. &€lulas de Sertoli também secretam
fluidos no lamen tubular, que possuem funcdo decuwei para o transporte dos
espermatozoides, maturacdo espermatica e possurtante funcdo no epididimo. A
secrec¢do de fluidos também ocorre em direcao apaximento intertubular, participando de
mecanismos de regulacdo paracrina de outros tgdokes, como as células musculares lisas
dos vasos sanguineos, células peritubulares miéidescélulas de Leydig (SHARPE, 1994;
FRANCA e RUSSEL, 1998). A inibina e a activina sgicoproteinas produzidas pelas
células de Sertoli que possuem atividade enddcpaegcrina e autécrina, influenciando a
folostatina, o FSH da hipdfise, a esteroidigéneseaglulas de Leydig e a espermatogénese.
As células de Sertoli também produzem a transteruma proteina que fornece ferro como
componente nutricional para células germinativasaugéncia de transferrina reduz a

quantidade de células germinativas e a esperm{&@8ER, 2008).

As células de Leydig estéo localizadas no comparttmintertubular e possuem como
principal funcdo a producdo de andrégenos (VERHOEMWE al., 2007). No macho, a
testosterona é o principal androgeno responsavalfpecio reprodutiva (HOLDCRAFT e
BRAUN, 2004), dentre suas funcbes pode-se citaatidacdo do eixo hipodfise-testiculo,
masculinizacdo do cérebro, comportamento sexuéjojnprocessamento e manutencao
quantitativa da espermatogénese, diferenciacaorgé@®s genitais masculinos, caracteristicas
sexuais secundarias, manutencdo funcional do épidid das glandulas sexuais acessorias
(MCLACHLAN, 2000; HOLSTEIN et al., 2003; HOLDCRAF& BRAUN, 2004; FRANCA
et al., 2005). As células de Leydig sintetizam eretam testosterona em resposta ao
acoplamento do horménio luteinizante (LH) ao seep&or na membrana (SVECHNIKOV et

al., 2010), induzindo o aumento do calcio {Tantracelular através de canais,3aipo-T
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localizados na membrana plasmatica (COSTA et @llpPe a repolarizacdo da membrana
devido ao efluxo de potassio‘(Katravés de canais d€ Ktivados por C& (BKcs) (CARNIO
e VARANDA, 1995).

Figura 2. Composicdo do parénquima testicular. Notar ada=elu
de Sertoli no tubulo seminifero e as células dedigeyo espaco
intertubular. Modificado de Franca et al. (2005).

A producéo de testosterona € estimulada pelo Liibé&da através de um processo de
retroalimentacdo negativa realizada pela propristos¢erona na adenohipofise e no
hipotalamo (MCLACHLAN, 2000; ROSER, 2008).

Recentemente, as células de Leydig vém sendo @vad@k parte do sistema
neuroenddcrino geral, sendo classificadas comdasehéo-divisoras neuroenddcrinas com
propriedades pluripotentes. Dentre suas propriedad®uroenddcrinas, pode-se citar: a
expressao de serotonina, enzimas sintetizadoraatdeolamina, antigenos caracteristicos de
células nervosas (neuro-horménios e seus receptoeesopeptideos, moléculas de adesao
celular, componentes dos sistemas NO/cGMP e ramgmtensina, proteinas de neuro-
filamentos, proteinas de vesiculas sindpticas és/datores de crescimento. Diversos
antigenos neurais estdo envolvidos na regulacdoedanismos autocrinos e paracrinos do

testiculo, tais como producédo e liberacdo de testwsa, comunicacdo entre as células
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somaticas testiculares, regulacdo do fluxo sanguine testiculo, permeabilidade de
horménios e substancias nutritivas, bem como aratilidade dos tubulos seminiferos e da
tunica albuginea (HOLSTEIN et al., 2003).

Outros tipos celulares também estdo presentes sidcul®, tais como células
endoteliais, fibroblastos, macréfagos, células @prapdem fibras nervosas, vasos linfaticos e
vasos sanguineos; os linfécitos normalmente est@Benées no testiculo, podendo ser
encontrados na forma de infiltrados em casos de$egatologicas (HOLSTEIN et al., 2003;
FRANCA et al., 2005).

Tendo em vista a importancia da espermatogénesepnaducao e que diariamente
grande segmento da sociedade é exposto a agesites fomo os campos eletromagnéticos
(CEM) de baixa frequéncia; faz-se necessario odestios possiveis efeitos adversos

causados por estes agentes na espermatogénese.

2.2. Efeito dos campos eletromagnéticos nas célutgmadais

Uma carga elétrica gera campo elétrico, porém asaetgtricas em movimento produz
corrente elétrica e geram campos eletromagnétitbBERNATIONAL COMISSION ON
NON-IONIZING RADIATION PROTECTION, 1998; BOORMAN eal., 1999). Apesar da
corrente continua gerar campo magnético em sementsomente correntes alternadas geram
ondas eletromagnéticas. Uma onda eletromagnétetanté da fonte geradora pode ser
descrita (aproximadamente) através do modelo da plaha (Figura 1): As frentes de onda
possuem uma geometria plana, os vetores campael€@E), campo magnético (CM) e a
direcdo de propagacdo séo perpendiculares entreasifases do campo elétrico e campo
magneético sdo as mesmas (FREY, 1995; HALLIDAY, 2996
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Figura 3. Modelo de onda plana, notar que os vetores
campo elétrico (E), campo magnético (B) e a direcédo
de propagacdo (C) sédo perpendiculares entre si.

Fonte:www.ufsm.br/gef (Acessado em 12.09.2011).

As radiagOes eletromagnéticas podem ser classificpdr seu efeito ao interagir com
a matéria em ionizantes e nao-ionizantes: 1. Radsagnizantes: O produto da interacao
com a matéria € a remocao de elétrons dos atornossequente formacéo de ions. Fazem
parte desta classificacdo os raios gama, raioprte do espectro ultravioleta; 2. Radiagbes
nado-ionizantes: A energia destas radiacdes nabokeste para quebrar as ligagées atdmicas,
ou seja, ndo produzem ionizacdo nos atomos atiagidd restante do espectro
eletromagnético faz parte deste tipo de radiacdN, (L994; LEE et al., 2004; GENUIS,
2008).

Na Figura 2 pode-se observar que o espectro elatnoético varia das freqiéncias de
onda das FEB (Frequiéncia Extremamente Baixa), qgsugm comprimento de onda com
aproximadamente 3xif, até os raios gama, cujo comprimento de onda é de
aproximadamente 3xTfm. As frequiéncias utilizadas rotineiramente pelmém variam das
FEB (3Hz - 3KHz) as microondas (300 - 2000MHz) (FRE995; SCHUZ e AHLBOM,
2008).
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Figura 4. Espectro eletromagnético, notar o CEM de baixguigacia
emitido pelo uso da energia elétrica com 60 Hz ¢adw com circulo).

Fonte:www.teleco.com.br/imagens/tutoriais/espectro (Aadesem 12.09.2011).

Além da frequéncia dos CEM, outra caracteristicaléimental € a densidade de fluxo
magnético. A inducdo magnética ou densidade dm finagnético € o numero de linhas de
fluxo por unidade de area que permeiam o campo étagn(HALLIDAY, 1996). No
presente estudo foi utilizado o CEM senoidal aidoncom 60 Hz de frequéncia e 1 mT de

densidade de fluxo magnético.

Pesquisas vém sendo realizadas abordando possfgis adversos na reproducao
devido & exposi¢do a campos elétricos e magné@BebslUIS, 2008). O sistema reprodutivo
masculino vem sendo relatado como possivel alvo @& de baixa frequéncia
(RAMADAN et al., 2002), pois o testiculo € um dagaos mais radiosensiveis devido a sua
localizacdo superficial e presenca de células geepmliferam rapidamente (células
germinativas) (BALIGA e RAO, 2010).

A exposicdo a CEM de baixa frequéncia (60 Hz erfH 24 horas por dia em
camundongos adultos durante oito semanas naolalgpeso corporal nem o dos testiculos,
porém, aumentou a incidéncia de morte das célwasigativas induzidas por apoptose,
reduziu o escore dos parametros da biopsia temti@la espermatogénese nos tubulos
seminiferos (LEE et al., 2004). A exposi¢do de gahongos a campos magnéticos de 60 Hz
e 14 uT durante 16 semanas também induziu uma nemer de apoptose nas ceélulas
germinativas (KIM et al., 2009). Ramadan et alO2bservaram que camundongos adultos
expostos a campos magnéticos de 50 Hz e 20 mT i@@an por dia, 3 vezes por semana,
durante 2 semanas) sofreram reducdo na contageniljdat® e producdo diria de
espermatozoides e alteracdes na largura dos tubalogiferos; também foi observada a

auséncia de espermatogoOnias e espermatogénesguenasliregides do testiculo e reducdo na
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atividade da enzima LDH-X (marcador da maturacdcélelas germinativas). Al-Akhras et
al. (2001) observaram reducao de fertilidade emsratachos adultos expostos a campos
magnéticos de 50 Hz e 2ol durante 90 dias. De acordo com Bruyn e Jager0(201
camundongos continuamente expostos a campos magmde 77uT durante duas geracdes
demonstraram redugcdo no numero de espermatozéies & na qualidade da motilidade
espermatica. A exposicdo de espermatozoéides a camagnéticos de 50 Hz e 1 mT durante
uma hora alterou a homeostase dé*@atracelular, reduziu a motilidade espermatics, o
espermatozoides demonstraram uma modesta reatvigaando coincubado com a zona
pelicida e reduziram sua habilidade de penetrarcda) apos 2 ou 4 horas de exposi¢do ao
campo magnético os espermatozoéides demonstraranagdles morfoldégicas na membrana
plasmatica e acrossomo (BERNABO et al., 2007).

De Vita et al. (1995) observaram possiveis efetiitatoxicos ou citoestaticos dos
campos magnéticos de 50 Hz e 1,7 mT irradiadostiaou 4 horas nas espermatogonias
diferenciadas e reducdo na quantidade de espeawmaldngadas nos tubulos seminiferos.
CEM de 50 Hz e 48,21 mG gerados por linhas de taitsdo de 170 kV irradiados
continuamente em ratos durante 1, 2 e 3 mesesiraoua atividade da catalase testicular e
corporal; a bidpsia testicular revelou menores EScmos animais expostos aos CEM, o
exame histopatoldégico do testiculo demonstrou dés@gdo da espermatogénese e
degeneracdo de células germinativas (AYDIN et 2007). Além das alteracdes na
espermatogénese citadas anteriormente, Khaki €2@06) observou alteracées no tecido
inter-tubular (entre os tubulos seminiferos) demais expostos ao CEM de 50 Hz e 80 G
desde a gestacdo até 5 semanas pos-natal. Li (@0&0) observaram um elevado risco de
baixa qualidade espermatica, bem como uma redugd@temsidade, vitalidade, morfologia e
motilidade espermatica em um estudo populacionah@manos avaliando a exposicao diaria
relativamente longa (>2.4 h/dia) a campos magretiom frequéncia da energia elétrica (50-
60 Hz) e intensidade 1.6 mG.

Apesar de diversos estudos verificarem efeitosradgena espermatogénese devido a
exposicdo a CEM, outros trabalhos ndo observarteamagbes nos parametros reprodutivos
em machos expostos ao CEM. Chung et al. (2005) emontrou efeitos deletérios na
espermatogénese e fertilidade de ratos adultosseogpa CEM de 60 Hz e intensidades de 5,
83,3 e 500 mT durante o periodo de 21 horas podai@® dia de gestacdo até os 21 dias de
idade. Camundongos expostos por 1 hora ou contieni@na campos magnéticos de 0,5 e 0,7

T ndo demonstraram alteracbes no peso corpordcuies e epididimario, bem como na
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avaliacdo histopatolégica dos testiculos e epididimos dias 1, 5, 15 e 35 pds-natal
(TABLADO et al., 2000). Ryan et al. (1999) avaliautoxicidade reprodutiva de campos
magnéticos de 60 Hz e 0,02 G, 2 G e 10 G irradiadnnuamente e 10 G intermitentemente
(1 hora ligado e 1 hora desligado), estes autdiesobservaram alteracdes nas geracoes FO,
F1 e F2 em relacdo a capacidade reprodutiva e vt@sanento dos fetos e dos animais
neonatos. A exposicdo de camundongos a campos titagnée 60 Hz e 2 mT durante 72
horas ou 10 dias (8 horas por dia) ndo induziurab@ées cromossomais e ndo alterou a
morfologia espermatica (HEREDIA-ROJAS et al., 2003 acordo com Elbetieha et al.
(2002), camundongos machos e fémeas adultos espps@mpos magnéticos de 50 Hz e 25
MT durante 90 dias antes de acasalarem com secsirparndo demonstraram alteracbes

significativas na fertilidade.

As referéncias existentes abordando os possiveiso®fde campos elétricos e
magnéticos na espermatogénese ainda sdo conti@litSegundo Al-Akhras et al. (2001),
De Vita et al. (1995) e Chung et al. (2005), € ssédgo mais pesquisas e informacgdes acerca
do possivel efeito deletério na fertilidade devédexposi¢cao por longos periodos de tempo a
CEM de baixa frequéncia. Diante disso, faz-se rsée@suma padronizacdo dos parametros
de controle dos experimentos envolvendo exposiQaGEM, que devem ser bem regulados
quanto as oscilagdes de temperatura, protocolaiexgetal e estresse nos animais.

Considerando que a espermatogénese possui umiatale proliferacéo celular e
que este processo esta localizado em um orgaofisigleftesticulo), sendo um processo
radiosensivel; faz-se necessario uma breve revidds fatores relacionados a

radiosensibilidade.

2.2.1. Radiosensibilidade

A radiosensibilidade pode ser definida como aeqtduilidade da célula a exposi¢éo a
radiacdo (COLPI et al., 2004). Fatores fisicosmitds e bioldgicos podem influenciar a
resposta do organismo a radiacdo. Diversos estimitcam que o impacto da radiacéo
ionizante difere entre os individuos e entre osstigelulares (PEACOCK et al., 2000;
GOODARZI e JEGGO, 2011). Podem existir diferencas radiosensibilidade entre as
espécies e entre as linhagens (MAUDUIT et al., 2005 seres humanos também podem

variar a resposta em seu tecido normal devido asg§o a radiacao ionizante, por exemplo,
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durante a radioterapia (HOWE et al., 2009). Diversstudos vém indicando que a variacao
na resposta dos tecidos normais e tumorais a eadmé pode estar relacionada com
diferencas na radiosensibilidade (TANG et al., 30@8 acordo com Knox et al. (1981),
fatores genéticos e ambientais podem predispooscéimanos a patologias induzidas pela
radiacdo ionizante. A radiosensibilidade celuladgeer determinada por fatores genéticos e
/ou epigenéticos (PEACOCK et al., 2000). Andreasseal. (2003) também sugeriram que
variacbes genéticas podem influenciar a radiosiidsitte no tecido normal. A sensibilidade
celular a radiacdo pode refletir a habilidade dalaé&m integrar mecanismos como o reparo

do DNA, a fidelidade na checagem do ciclo celularapoptose (MAUDUIT et al., 2001).

Pessoas com imunodeficiéncia primaria sdo maisive@asa radiacdo ionizante
(AGHAMOHAMMADI et al., 2008), além destes, pacientafetados por algumas sindromes
genéticas desenvolvem uma elevada radiosensit@lid@dREFFER, 2009). Anemia de
Fanconi, ataxia, telangiectasia, sindrome de Bleomanoderma pigmentosum séo alteracdes
genéticas acompanhadas em grau variado de radiuiidade elevada (KNOX et al., 1981).
Higurashi e Conen (1971) observaram que cromossodeodinfocitos e fibroblastos
cultivadosin-vitro de criangas com anemia de Fanconi sdo mais radiosés. Alsbeih et al.
(2007) sugeriram que variacdes individuais na sadisibilidade também estédo relacionadas
com os niveis de TP53 e CDKN1A.

Bergonie e Tribondeau postularam em 1906 a relagéie a taxa de multiplicacéo do
tecido e a resposta a radiacdo ionizante, ou gegto maior a velocidade de proliferacao
celular, maior a sensibilidade da célula a danasados pela radiacdo (MALAISE et al.,
1972). A radiacdo é especialmente deletéria nagaséfjue se proliferam rapidamente nos
tecidos mais radiosensiveis, tais como o6rgaosidiag) medula 6ssea, ovario e testiculo
(BALIGA e RAO, 2010). No testiculo, a sensibilidadas células germinativas depende do
seu estado de maturacdo e do periodo do cicloacelss células de Sertoli e de Leydig
adultas sdo mais resistentes a radiacdo, poiséddlasaltamente diferenciadas e com baixa
atividade mitotica (MAUDUIT et al., 2001; SEDLMAYERt al., 2001). A espermatogénese
no homem é 3,1 vezes mais sensivel a radiacaamrizjue a do camundongo (CLIFTON e
BREMNER, 1983).

A temperatura elevada decorrente do efeito térrdec@ndas eletromagnéticas ou do
agquecimento direto de um tecido é outro importagente fisico que pode desencadear o

estresse celular e interferir no processo espeg@aitco. Dependendo da temperatura em sua
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funcdo ocupacional, estilo de vida ou alteracGe®I@gicas, o homem pode ter seu
desempenho reprodutivo afetado pela temperatwadsde

2.3. Efeito do choque térmico nas células gonadais

Todos os tecidos sdo susceptiveis a danos pelo. @bmtudo, os testiculos séo
especialmente sensiveis e sdo danificados pelasig&poa temperaturas normalmente
encontradas dentro do abdémen, pois o seu funcemanmormal ocorre 2 a 6 °C abaixo da
temperatura corporal (JENSEN et al., 2006; SAKALGIQJ et al., 2007). Diversos
mecanismos estao envolvidos na termorregulacaicutest tais como a contracdo da tunica
dartus, a contracéo e o relaxamento do musculoastem troca de calor entre veia e artéria
do plexo pampiniforme, regulacdo do fluxo sanguieea perda de calor por irradiacédo
(BARTH, 1993).

O aumento da temperatura testicular devido a efevda temperatura ambiental ou
doencas que levam a febre (pirexia) podem causgeneéeacao testicular e reduzir a
porcentagem de espermatozoéides normais e fértegganalacdo (JAINUDEEN e HAFEZ,
1995). A temperatura testicular elevada interfa® etapas de formacao dos espermatozoides,
bem como nos espermatozdides em transito pelo dapili (MIES FILHO, 1975).
Temperaturas ambientais elevadas podem interfegativamente na qualidade espermatica,
motilidade individual progressiva e percentual d&ulas morfologicamente anormais
(COELHO et al., 2006; DONIN et al., 2007; RAHMAN at, 2011). A exposicao ao estresse
térmico pode desencadear a degeneracdo do epéshimifero, é geralmente aceito que o
efeito do calor no testiculo é totalmente revetsemretanto, estudos recentes vem relatando
efeitos adversos durante longos periodos (SETCHEIO6). Em humanos, a exposi¢cao
ocupacional a temperatura elevada pode reduzitiadide (BONDE, 2010). O aumento na
temperatura escrotal pode ocorrer devido a expmsicapacional, estilo de vida ou alteracdes
patolégicas (AKTAS e KANTER, 2009); principalmeritgores ambientais (AGARWAL et
al., 2008).

Segundo Yin et al. (1997), espermatocitos primagosspermatides arredondadas
entraram em apoptose nos testiculos de camundomqusstos ao estresse térmico. O
principal mecanismo de morte celular relacionad@stbesse térmico € a apoptose e pode

envolver espécies de oxigénio reativo (ROS), pmatedupressora de tumor (p53), 6xido
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nitrico sintase (NOS), translocacgéo do fator prépaftico Bax do citoplasma para a posicéo
perinuclear, liberagdo do citocromo C da mitocGadzi diversas caspases (SETCHELL,
2006).

Todos o0s estagios da espermatogénese Ssao susiseptivemperatura elevada, a
gravidade da lesdo depende da extensdo e da dwlagsiresse térmico. A regeneracdo da
espermatogénese depende da divisdo continua dasmaspgbnias, linhagem de célula
germinativa altamente resistente (WAITES et al9Qt9SETCHELL, 1998). As células
germinativas sdo mais sensiveis a alteracdes naetatara testicular, sendo as células de
Sertoli e as células de Leydig mais resistentesador (SETCHELL, 2006). A literatura
geralmente considera que as células de Leydig Aéodgetamente afetadas pelo calor
(SETCHELL, 2006). Porém, estudos vém demonstrandoegtas células e a producédo de
testosterona podem ser alteradas em condi¢cdessadvgue levem ao estresse celular, tais
como o calor (MURPHY et al., 2001; GOROSTIZAGA &t 2005; KUROWICKA et al.,
2007; AKTAS e KANTER, 2009).

A alteracdo na homeostase celular € comumente deadaestresse celular (HERR e
DEBATIN, 2001). As respostas do estresse celulas sd@ecanismos universais de
extraordindria significAncia fisiologica e patolégyi estas respostas representam reacdes de
defesa das células a danos ambientais em suasmuédécolas (KULTZ, 2005). Diversos
fatores estdo envolvidos na resposta das céluleentdue apds a exposicdo a condi¢bes
adversas que levam ao estresse celular (HERR e DEBA2001). Varios aspectos da
resposta do estresse celular ndo sdo especificosgemte estressante, pois as ceélulas
monitoram o estresse baseada no dano a macronadémi relacdo a que tipo de estresse
causou o dano celular (KULTZ, 2005).

As proteinas de choque térmico (Hsp) séo fatoressjmsta celular ao estresse muito
conservado entre as espécies (das bactérias aogenua)) sdo expressas em niveis baixos
em condicédo fisioldgica e niveis altos durante toesse celular. As Hsp’s sdo chaperonas
moleculares, ubiquas, que facilitam o empacotam@satoroteinas e regulam seu controle de
qualidade, previnem a agregacdo protéica e induzmoteinas inapropriadamente
empacotadas a seguirem seu caminho especifico gladdgdo, ajudando as células a
sobreviverem a desafios ambientais (KALMAR e GREENBH, 2009). As Hsp's
orquestram quando e onde as proteinas celularegrsfiacotadas e desempacotadas; se
houver alteracdes graves no empacotamento e agegagtéica causada por estressores

ambientais ou patoldgicos, estas proteinas podewir MO sensores e conduzir para
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apoptose, influenciando na deciséo de vida e naarteélula (SAIBIL, 2008). As Hsp's sao
classificadas em subfamilias de acordo com seumeerular (kDa): Hsp16, Hsp30, Hsp40,
Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hsp110 (KALMAR e GREENSMIPAQ9).

A proteina de choque térmico de 90 kDa (Hsp90) @ gitaperona molecular que
funciona como regulador do empacotamento, estab#ide atividade de uma grande
variedade de proteinas (PORTER et al.,, 2010). A9Bispode interagir fisicamente ou
geneticamente com até 10% das proteinas da ce@rldp considerado o maior regulador de
processos celulares (ZHAO et al.,, 2005). A Hsp9f@sttui 1% a 2% das proteinas no
citoplasma, os niveis desta proteina aumentam denvidestresse ambiental e sua fungéo
muda de acordo com as necessidades da célula (MQ@WNEet al., 2007).

Devido a necessidade de informacdes acerca doartangento das células de Leydig
em condi¢cOes adversas que levem ao estresse celyeesente trabalho também objetivou
avaliar o efeito do choque térmico e da inibicdddda90 nos canais de potéssio e célcio das
células de Leydig. A seguir, esta escrita uma brevisdo sobre canais i6nicos e células de
Leydig.

2.4. Canais ibnicos

As células estdo expostas a sinais intrinsecostréngecos na forma de agentes
quimicos e/ou fisicos presentes em ambos os lalasethbrana plasmatica. Estes sinais sdo
convertidos em mensageiros atraves da acao desdénaios, receptores e enzimas; sendo

fundamentais para a sinalizagéo celular (ZHU ¢8l110).

O transporte através da membrana pode ser claskifiermodinamicamente com
base em sua habilidade “ativa” ou “passiva” de mreditransporte. O transporte ativo pode
bombear substancias através da membrana na didsc&eus gradientes eletroquimicos,
consumindo energia livre do sistema. Este tipor@esporte converte uma forma de energia
(Ex: potencial quimico do ATP) em outra (Ex: gratiéeeletroquimico através da membrana
celular). Ao contrario, o transporte passivo moubsgincias através da membrana de um
lado com maior potencial eletroquimico para ou&ol de menor potencial eletroquimico.
Dois tipos de proteinas podem transportar substngctravés da membrana, 0s
transportadores e o0s canais i6nicos. Os transpoesdfacilitam o transito através da
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membrana se ligando ao substrato, o que induz uodamga conformacional e expde o

substrato ao outro lado da membrana, resultandarem passagem lenta de substancias
através da membrana; jA os canais ibnicos conténsuamproteina poros aquosos que
permitem uma rapida difusdo do substrato atravésetabrana (CHEN e HWANG, 2008).

Os canais i6nicos sdo proteinas integrais formaddeaporos em membranas que
permitem o fluxo de ions através delas em direcéntr&ria aos seus gradientes
eletroquimicos, assumindo diferentes estados awmiakcionais abertos e fechados
(BANDEIRA et al., 2008). Estes canais formam umeddo grupo de proteinas encontradas
na membrana plasmatica e membranas de compartsnémnrnos, como mitocondrias,
reticulo endoplasmatico e nucleo; tendo funcdo eatgssos fisioldgicos, patolégicos e
toxicolégicos em diversos tipos celulares (RESTREENGULO et al.,, 2010). Os canais
ibnicos também podem ser reproduzidos artificiabmemtroduzindo complexos protéicos

macromoleculares em bi-camadas lipidicas (LUNDGREBSI., 2011).

Figura 5. Imagem ilustrativa simplificada
de um canal ibnico transportando potassio

(K") através da membrana. Fonte:
www.physorg.com (Acessado em 18.11.2011).

Os canais idnicos sao geralmente regulados portesyequimicos (ex: canal
colinérgico), voltagem (ex: canais de’NK* e C&") ou ondas eletromagnéticas (ex: canais
de células fotoreceptoras), mas também podem galados por outros fatores (ex: canais
dos antibidticos nistatina e anfotericina) (COSTAR97). Aléem da sua classica funcdo de

regular a excitabilidade elétrica da célula, osaaidnicos podem participar da sinalizacao
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intracelular, servir como moléculas de adesdo aeloll componentes do cito-esqueleto e
alterar a expressédo de genes especificos (KACZMAREKG). Os canais ibnicos podem
participar da excitabilidade e contratilidade calulsecrecdo hormonal, imunidade inata,
apoptose, proliferacdo e migracdo celular (KUNZEUNMy 2005; BURG et al., 2006;
GHATTA et al., 2006).

Os canais i6nicos geralmente apresentam 3 estadéscos: aberto, fechado em
repouso e fechado inativado (CELESIA, 2001). Estemis transitam entre os seus diferentes
estados devido a flutuacbes térmicas, campos celgtie/ou ligantes (VARANDA et al.,
2000). A abertura do canal iGnico ocorre quandoregulador atua numa estrutura sensor,
que pode ser um conjunto de cargas, sitio de lkigacésitio foto-sensivel. As alteracdes
nestes sensores induzem uma estrutura chamada dgatemporta, que ao se deslocar causa
mudancas conformacionais na estrutura da prot@mamial, permitindo a passagem dos ions
(COSTA, 1997). A abertura do poro do canal podecsesiderada um processo de varios
passos: 1. Percepc¢éo do sensor; 2. Transmissdteda@ conformacional para a regido do
poro; 3. Abertura do poro (HERING et al., 2008).le/aalientar que existem canais,
especialmente toxinas, que ndo possuem gate, osadba “non-gated channels”, que abrem
e fecham dependendo simplesmente do gradiente remnacéo ibnica (HUSARU et al.,
2005). Os canais ibnicos podem ser classificadodrémtipos: “non-gated”, diretamente
ativados e ativados por segundo mensageiro. Estesscsao divididos em unidades protéicas
distintas, chamadas subunidades. Cada subunidadeifjoncdes e localizacdes especificas e

sao codificadas por diversos genes (CELESIA, 2001).

Diversas técnicas vém descrevendo as transicdes @ndiferentes estados cinéticos
do canal (aberto — fechado), os principais modetdgzados sédo: 1. Markoviano, este € 0
modelo classico e mais referenciado, postula quelaabilidade de transicdo entre os estados
em unidade de tempo (constantes cinéticas) depmreleas do estado atual do canal e ndo
dos estados anteriores, sendo um processo aleatriobabilistico; 2. No modelo fractal a
taxa de transicdo entre os estados dos canai$dependem da resolugdo temporal e a
corrente através de um canal é auto-similar enretifes escalas de tempo; 3. O modelo
cadtico descreve que as transicOes entre o0s esteidésicos aparecem de forcas
deterministicas em vez das flutuagbes de probadéiddlo modelo Markoviano. O modelo
caotico € baseado na interacdo de um mapa linegpgrtes, descrevendo que as funcdes
deterministicas dependem de um pequeno numeroridg@eia independentes que simulam o

comportamento aleatdrio dos canais i6nicos. Diweestudos experimentais e de simulacao
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computacional demonstraram que a cinética de algamais iGnicos apresenta correlacdo de
curto e longo alcance, indicando que os canaisrpdadememdria na cinética entre os estados
aberto e fechado (VARANDA et al., 2000; BANDEIRAat, 2008).

Os ions em solucdo aquosa encontram-se solvatéodsertos por camadas
moleculares de agua), portanto ndo conseguem ppssaranais com diametro pequeno.
Estes ions precisam de energia livre para que adarde agua seja removida e o0s ions
possam entrar em contato com o canal (com exceggigahais grandes em que 0 ion passa
hidratado). Considerando que os lipideos da mermabmasmatica possuem uma baixa
constante dielétrica, sendo praticamente impernme@viens, as vias hidrofilicas de alta
constante dielétrica dos canais ibnicos se tornamaminho mais viavel. A constante
dielétrica no interior dos canais € semelhante agim, portanto, os requisitos de energia
livre contida nos gradientes eletroquimicos nalaé&éo suficientes para o transporte dos ions
através dos canais (COSTA, 1997).

Alteragbes na expressao e atividade dos canaiso®ipodem resultar em diversas
patologias: Arritmias cardiacas, epilepsia, fibrogstica, surdez, cancer, desordens renal e
muscular. Estes canais também estdo envolvidosoxiaologia, pois diversos animais
VEeNenosos possuem toxinas que atuam nos canacsomlém disso, diversos agentes
encontrados no ar, solo e agua também podem regsilaanais ibnicos sendo potenciais
riscos para a saude (RESTREPO-ANGULO et al., 20R@)tanto, o estudo dos canais
ibnicos em situacOes fisioldgicas, patoldgicas e ed&esse celular € importante para
identificacdo de possiveis alvos terapéuticos gquesgm incrementar a qualidade de vida de

animais e humanos.

Os principais canais idnicos encontrados nasa®ldbs mamiferos sdo os canais de
sédio (N4), cloreto (Cl), potassio (K) e célcio (C&). Geralmente se utiliza para designar a
nomeclatura de um canal a combinacdo do simbol@rowipal ion permeavel com o
principal modulador do canal (URBANO et al., 200Byr exemplo: K, = Canal de potéssio
ativado por calcio, Ga= Canal de calcio ativado por voltagem.

2.4.1. Canais de Cloreto
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Os canais de cloreto compreendem uma grande &ahéliproteinas presentes em
varias espécies, desde as bactérias até os huf@HaN e HWANG, 2008). Estes canais
estdo presentes em varios tipos celulares, tai® aoenrénios, células epiteliais, células
musculares lisas e esqueléticas, sendo encontredosembrana plasmatica, complexo de
Golgi, reticulo endoplasmético, lisossomos e nURIESTREPO-ANGULO et al., 2010). Os
canais de Clestdo envolvidos em diversas funcdes biolégicasduindo secrecao epitelial,
regulacdo do volume celular, neuroexcitacdo, coatrano musculo liso e acidificacdo de
organelas intracelulares. Devido a sua importaii@ogica, alteracdes nestes canais podem
causar diversas patologias: fibrose cistica, degeée macular, miotonia, pedras no rim,
disperdicio renal de sal, hiperecplexia, distraf@cular da retina, osteopetrose, disfungéo dos
tubulos proximais dos rins e alteracdes na angesEVERKMAN e GALIETTA, 2009;
EDWARDS e KAHL, 2010).

Na maioria das células o @& transportado através da membrana, este ionsti@erma
equilibrio eletroquimico e também funciona comakaacdo celular. Os canais de cloreto
possuem baixa seletividade entre os anions inargarBr, I, CI') e alguns canais permitem
a passagem de grandes anions organicos. Portatés,aanais podem ser mais precisamente
chamados de canais de anions; entretanto, conveneie chamar de canais de @rque
este é o anion predominante nos sistemas biol6¢gIMORAN et al., 2010). Os canais de ClI
podem ser ativados pelo volume celular, poten@ahémbrana, ligantes extracelulares, ions
intracelulares (He C&") e proteinas kinase (RESTREPO-ANGULO et al., 2010)

Os canais de Clem mamiferos sdo amplamente classificados com bassua
regulacéo em cinco grandes grupos: 1. Canais deteleegulados por volume; 2. Canais de
cloreto ativados por calcio; 3. Canais de clore¢pethdentes de voltagem; 4. Canais de
cloreto dependentes de ligante; 5. Canais de olomeiguladores da condutancia
transmembrana da fibrose cistica (VERKMAN e GALIE[T2009). Os canais de ClI
codificados pelo gene CIC sdo subdivididos em 3fasniias devido a sua homologia
genética: 1. CIC-0, CIC-1, CIC-2, CIC-Ka e CIC-Kbstes canais estdo presentes na
membrana celular e controlam o fluxo dé €b potencial de membrana; 2. CIC-3, CIC-4 e
CIC-5, estes canais estao localizados em membdenassiculas intracelulares e auxiliam na
manuten¢do do pH (com excessao do CIC-3 que tarpbéle ser encontrado na membrana
plasmatica de neurdnios); 3. CIC-6 e CIC-7, estamis podem ser expressos em organelas
intracelulares (lisossomos e endossomos) e na nealptasmatica dos osteoclastos (CHEN
e HWANG, 2008; EDWARDS e KAHL, 2010).
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A estrutura dos canais de @& muito diversificada, por exemplo, o canal dé CI
ativados por calcio possui 4 ou 5 dominios transhmara, enquanto que o canal regulador da
condutancia na fibrose cistica possuem 12 domtraosmembrana (RESTREPO-ANGULO
et al., 2010). Os canais CIC sao (homo)dimerosuab @gpda uma das suas 2 subunidades tem
seu préprio poro, este modelo é chamado “barrilalufada subunidade possui d hélices
intramembrana, 3 areas de ligacdo do cloreto fadamtificados em cada subunidade. A area
central é o filtro seletivo, onde os anions sdeaitmados por dipolos positivos ao final de 4
hélices (JENTSCH et al., 2005).

Figura 6. Imagem esquematica de um canal de cloreto
(ANOL) com 8 dominios transmembrana. O poro do
canal é formado pelos dominios transmembrana & - 6
pelo segmento curvo com reentrancia na membrana.
Notar os dominios citoplasmaticos N (NHe C
(COOH) terminais. Modificado de Duran et al. (2010)

2.4.2. Canais de Sédio

Em geral, existem duas classes de canais ibnicosélgtivos em humanos: 1. Canais
de N& ativados por voltagem, estes sdo transienteméintelas em resposta um pequeno
estimulo despolarizante de membrana. A ativac&esleanais leva a uma grande e transiente
despolarizacdo da membrana; 2. Canais denfia ativados por voltagem, podem ser citados,
como exemplo, os canais de 'Nido sensiveis e 0os canais de sodio epitelisiss &anais

facilitam o transito de Naatravés da monocamada epitelial e sua abertweharhento pode
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ser regulada pelo horménio vasopressina e oxito(FIBARCE e KLEYMAN, 2007,
RESTREPO-ANGULO et al., 2010). Os canais de sédmeddentes de voltagem participam
do inicio do potencial de acdo e propagacdo denekts em ceélulas excitaveis, além de
serem expressos em células ndo excitaveis, ondtusga@o fisiologica ainda ndo esta bem
descrita (CATTERALL et al., 2005).

Os canais de sdédio voltagem dependentes alteraancenformacdo quando a
membrana celular é despolarizada (DUCLOHIER, 2008)canais de Na&o formados por
subunidadesa (aproximadamente 260 kDa) associadas a subunidadesiares . A
subunidades. da proteina é suficiente para a expressao furiciinporo, mas a cinética e a
dependéncia de voltagem para o disparo do canamsé@nladas pelas subunidadisAs
subunidadef também estédo envolvidas na localizagdo do cami¢eacdo com moléculas de
adesdo, matriz extracelular e citoesqueleto inukere (CATTERALL et al., 2005;
LETERRIER et al., 2010).

A subunidader dos canais de Nas&o organizadas em 4 dominios homdlogos (D1 -
D4), cada um destes dominios contém 6 hélicesnrambrana (H1 - H6) e um segmento
curvo localizado entre H5 e H6. Este segmento ctazdronteira com a entrada do poro na
face extracelular e H5 - H6 fazem fronteira coma&da do poro na face intracelular
(CATTERALL et al., 2005). O segmento H4 de cada blwon contém residuos de
aminodacidos carregados positivamente (arginingimal ocorrendo a cada trés aminoacidos e
separados por dois residuos ndo polar. Esta astrfilnciona como cargas de disparo
(sensores) e se movem para a face extracelulared@dbrana para iniciar a ativacdo do canal
em resposta a despolarizagcdo (DUCLOHIER, 2009).eCtando D3 e D4 existe outra
curvatura do canal que serve como estrutura devaigadb e se dobra para dentro do canal
bloqueando o poro por dentro durante a despold@izda membrana (CATTERALL et al.,
2005).

2.4.3. Canais de Potéassio

Os canais de Kexistem em células excitaveis e ndo excitaveitesEsanais estio
envolvidos em diversos processos celulares: exitatle neuronal, fungdo no tecido
muscular liso, secre¢do hormonal, imunidade imataulacdo do tbnus vascular, proliferacao
celular e apoptose (BURG et al., 2006; GHATTA et2006; JENKINSON, 2006).
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Os canais seletivos para’ Kormam a maior classe de canais idnicos, maisetie c
genes codificam as subunidades destes canais,rgaguee nove genes foram descritos para
os canais de Nalependentes de voltagem e dez genes para os dar@& dependentes de
voltagem (BROWN e LEONARD, 2011). Os canais dé podem ser classificados
primariamente de acordo com o niumero de segmermiosniembrana (dois, quatro ou seis)
em trés grandes familias: 1. Canais dedificadores de corrente, estes canais possu&an do
segmentos transmembrana e uma curvatura forma@opomd em cada subunidade. Cada
canal possui quatro subunidades formadoras deepuamlem interagir com outras proteinas
de membrana; 2. Canais dé &tivados por voltagem ou célcio, cada subunidastedcanal
contém seis a sete segmentos transmembrana e watuca formando o poro entre os dois
ultimos segmentos. Cada canal contém quatro suddesdformadoras de poro; 3. Canais de
K* com dominios de dois poros, nestes canais cadaisisiole contém quatro segmentos
transmembrana e duas curvaturas formadoras de fama canal € formado por duas
subunidades, a maioria destes canais geram c@remte pequena dependéncia de voltagem
e tempo, formando canais de" Kle vazamento (JENKINSON, 2006; HEITZMANN e
WARTH, 2008; GU e BARRY, 2011).

Os dominios transmembrana do canal contém todosl@®entos estruturais
necessarios para a ativagdo dependente de voltageinularmente o poro seletivo para&
a estrutura que funciona como sensor de voltagendo@inios citoplasmaticos dos canais de
K" possuem funcdo de mediar a montagem do canal asso@iacdo com as subunidades
auxiliares, além de definir a especificidade dafamulflia do canal (KURATA e FEDIDA,
2006). Os canais de'lgodem ser ativados por diversos fatores, tais ocatiagem, liberagdo
intracelular de C4, corrente de G4 para o interior da célula, proteinas-G e ATP (GHAT
et al., 2006).

No presente trabalho foi avaliado o canal deativado por C# tipo BK em células
de Leydig. Estes canais foram previamente descpims Carnio e Varanda (1995) e
apresentam condutancia individual de 187,9 pS.nilfa dos canais de *Kativados por Ca
(Kcg) € dividida de acordo com sua condutancia em: iSake, de grande condutancia,
também chamado de BK ou MaxiK, apresentam conduatd@lec100 a 300 pS; canais de;K
de condutancia intermediéria, IK1 ou IK4 (25 — 108); e canais K de pequena
condutancia, SK1, SK2 e SK3(2 — 25 pS) (GHATTAIlet2006; FELETOU, 2009).

Os canais de Kativados por Ca tipo BK possuem uma grande condutancia unitaria

(100 — 300 pS) e ativam em resposta a despoladzagimembrana e ligacdo ao*Cau
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Mg?* intracelular. O canal é formado por quatro subaméco formadoras de poro que
possuem seis segmentos transmembrana (S1 - S6p eosificadas pelo gene Slol
(tetramerizacdo das proteinas Slol) (LEE e CUIQR0A diversidade do canal BK ocorre
devido a numerosas isoformas das subunidadésvido ao “splicing” alternativo do gene
Slol e modulagdo das subunidades auxiligre@l — p4). As subunidade$ possuem
diferentes padrbes de expressdo entre os tipotaresdue modificam as propriedades de
ativacdo do canal (FELETOU, 2009). Cada subunidzmtéificada pelo Slol possui trés
dominios: 1. Sensor de voltagem (S1 - S4), fornaatosegmentos transmembrana que séo
sensiveis a modificagdes no potencial de membgan@;dominio de ativacdo do poro (S5 -
S6) que abre e fecha para controlar a permeabdlidadk; 3. O dominio citosélico grande
(~800 amino&cidos) contém locais de ligacdo pa@ed. Os canais BK também possuem
uma estrutura transmembrana adicional SO, que oofa segmento N-terminal para o lado
extracelular (CUI et al., 2009; CUI, 2010).

Figura 7. Imagem esquematica da estrutura do canal BK.
Notar o poro formado por S5 e S6, 0 dominio sertsor
voltagem (SV) e os dominios reguladores citoplasmst
RCK1 e RCK2. Modificado de Lee e Cui (2010).

2.4.4. Canais de Célcio

O C&* é um dos mensageiros fundamentais para a trarsdlecdinais na célula.
Eventos discretos e localizados envolvendo simai€#" podem ser convertidos (ou n&o) na

propagacédo de grandes ondas sinalizadoras que piterassar a célula inteira (ZHU et al.,
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2010). A versatilidade do &acomo mensageiro intracelular ocorre devido & ampla
organizacdo espacial dos sinais envolvendo esteqiom podem regular quase todos os
aspectos da atividade celular. A maioria da sinefip do C& é gerada e regulada pela
ativacéo de canais permeaveis ad'Gacalizados transversalmente na membrana plasmatic
ou na membrana de organelas intracelulares (TAYEO&., 2009). Os canais de“Castio
presentes em diversos tipos celulares e podemtsad@s durante a despolarizacdo da
membrana. O influxo de &apode ser mediado por canais dependentes de woltage
existentes em células excitaveis e nao excitavesSTTERALL, 2000; URBANO et al.,
2008).

Os canais de Gadependentes de voltagem (F@odem ser classificados de acordo
com as similaridades estruturais das subunidadesatioras de poral em Cal, Cg2 e
Ca,3. Estes canais também podem ser subdivididos paiscde alta (GA e Cg2) ou baixa
voltagem de ativagdo (G3), ou ainda ser subdivididos de acordo com suesctegisticas
funcionais e farmacoldgicas em: tipo-L (correntegi® e duradoura); tipo-T (corrente
transiente); tipo-N (predominante em neurdniosisteiste a dihidropiridinas e sensivel a
conotoxina); tipo-P (predominante em células dekiRj&, sensivel a toxina FTX, mas
resistente a conotoxina e dihidropiridinas); tipgp@dominante nos neurdnios granulosos do
cerebelo, possui caracteristicas farmacolOgicaselbamtes ao tipo-P); tipo-R (corrente
transiente rapida com ativacdo em potencial maisitipo, resistente a conotoxina e
dihidropiridinas, mas sensivel a agatoxina IIIAYORRY e HOOL, 2007; PARK e LUO,
2010).

O poro do canal Gaé formado pela subunidadéd, a qual determina as principais
caracteristicas biofisicas (condutancia, ativacdmativacdo) e farmacoldgicas do canal
(STRIESSNIG e KOSCHAK, 2008). A subunidadd consiste de quatro dominios
homologos (D1 — D4), cada dominio possui seis églicansmembrana (H1 — H6) e juntas
formam o poro condutor de €ao sensor de voltagem e a estrutura do gate. Onitoid4
possui aminoacidos carregados positivamente queoiusmm como o0 sensor de voltagem
(PARK e LUO, 2010). O canal possui uma curvaturtaeeH5 e H6 que delimita o poro de
cada dominio, é proposto que esta curvatura tamib€iermine a seletividade idnica e
propriedades de condutancia (URBANO et al.,, 20@8).canais Gatambém podem ter
subunidade$ (B1 — p4), estas séo estruturas intracelulares que aumeataxpressédo das
subunidadesil e modulam propriedades de ativacdo dos cana@tr@eubunidades?2s

também foram identificadas, estas subunidades tanpioémovem e estabilizam a expressao
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dos canais (STRIESSNIG e KOSCHAK, 2008; PARK e LWAD10). Nas subfamilias de
canais de C ativados em altas voltagens\@ae Ca2 a subunidadel geralmente esta
associada com a subunidad2 que fica ancorada na membrana (predominantemente
extracelular) e a subunidade citoplasmaficaAcredita-se que a subunidafleaumente o
transito de canais para a membrana plasmaticaéatiday facilitacdo do dobramento correto
dos canais e promovendo a saida dos componentesadas do reticulo endoplasmatico
(DOLPHIN, 2009). Também vem sendo relatado queibarsdade$l —p4 podem modular

a taxa de inativacao dos canais (URBANO et al.8208 subunidad@25 promove o transito
dos canais de €apor um mecanismo que envolve o dominio VWA, eafr&t, ainda
precisam ser estabelecidos maiores detalhes softe mrocesso. Também foram
identificadas subunidadesem alguns canais de €aporém sua funcdo ainda permanece
desconhecida (DOLPHIN, 2009).

No presente trabalho foi avaliado o canalX&po-T em células de Leydig. Estes
canais foram previamente descritos em Costa e Uarg2007). As correntes de calcio tipo-T
estdo presentes em uma grande variedade de cétalasjve durante processos patoldgicos.
Os canais tipo-T séo ativados e abrem em voltagensmas ao potencial de repouso, por
iIsto sdo chamados de canais ativados em baixageattdHUC et al., 2009). A ativacao dos
canais tipo-T ocorre préximo a um limiar de —-65%0-mV e sua inativacdo ocorre com a
membrana moderadamente despolarizada. Os canaid tjpecisam de um periodo de
hiperpolarizacdo para se recuperar da inativac&e grepararem para abrir novamente
(CUENI et al., 2009).

Foram identificados trés genes (CACNAL1G, CACNA1BACNALI) codificando os
canais tipo-T C&B.1l6, Ca/3.2l14 € Cg3.3/y,. Existe uma grande diversidade molecular
e funcional dos canais tipo-T em células nativasdidea expressdo de variantes “splicing”
nas subunidades G& (HUC et al., 2009). Apesar dos canais dé'Cdivados em alta
voltagem apresentarem quatro tipos de subunidades, (3, e a25), apenas a subunidad#
foi confirmada para os canais tipo-T; ainda nécd edro se estes canais possuem
subunidades auxiliares (ONO e [IJIMA, 2010). A mlade dos canais tipo-T ndo estdo
associadas com as subunidagigsbem como ndo precisam destas para sua atividade
(BURAEI e YANG, 2010).
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2.4.5. Canais l6nicos nas Células de Leydig

A producédo de testosterona nas ceélulas de Leydigedevido ao acoplamento do
hormonio luteinizante (LH) ao receptor 7-transmeanbr G-proteina (& Gio, Gg11),
resultando no aumento do cAMP (SHIRAISHI e ASCO2008; SVECHNIKQOV et al.,
2010) e do CH intracelular (COSTA e VARANDA, 2007). O aumento @& intracelular
ocorre devido a entrada dos ions através de c&ml3 tipo-T localizados na membrana
plasmética (COSTA et al., 2010). Em resposta adatde CA na célula de Leydig, ocorre
um feedback negativo através da repolarizacdo dabmama devido a saida dé Ktravés de
canais de potassio ativados por calcio (BKCARNIO e VARANDA, 1995). De acordo
com Corsso e Varanda (2003), o potencial de repdasa@élulas de Leydig é de -32,2 mV e

este potencial de repouso ¢ sensivel a alteragdesncentracio extracelular dé&CI.

As células de Leydig apresentam correntes de eCK' dependentes de €a
(DUCHATELLE e JOFFRE, 1987). As correntes de dr@c swei) das células de Leydig
influenciam o processo esteroidogénico, os caradateto VRAC podem estar relacionados
com a liberacdo de ATP nestas células (CHAVES e XNBA, 2008). Também foi
observado que células de Leydig apresentam reespparinérgicos P2XP2X, e P2X%, o
receptor P2X é um canal idnico ligante dependetivado por ATP (CHAVES et al., 2006;
ANTONIO et al., 2009).

Em experimentosn-vivo também foi verificada a participacdo de canaisc@s nas
células de Leydig. Em experimento imuno-reativooet al. (2011) observou que as células
de Leydig em ratos apresentavam reacao moderadarsa para as subunidades do canal de
K* ATP dependente Kir6.1, Kir6.2, SUR2A and SUR2B. dknistragdo em camundongos
de bloqueadores dos canais dé*@i@o-T e L reduziram o nimero de células de Leyligs

niveis de testosterona plasmatica (LEE et al., 011

Considerando que a producdo de testosterona pélldascde Leydig € fundamental
para a ativacéo do eixo hipofise-testiculo, mas@ddo do cérebro, comportamento sexual,
inicio, processamento e manutencdo quantitativeesfermatogénese, diferenciacdo dos
orgaos genitais masculinos, caracteristicas sexaegandarias, manutencao funcional do
epididimo e das glandulas sexuais acessérias (MELLAD, 2000; HOLSTEIN et al., 2003;
HOLDCRAFT e BRAUN, 2004; FRANCA et al., 2005) exst poucas informacdes

disponiveis acerca da fisiopatologia dos canaisd@das células de Leydig.
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3. Objetivos
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3.1 Objetivo Geral

Investigar os possiveis efeitos da exposicdo adl Gte baixa frequéncia na

espermatogénese e do choque térmico nos canaissaias células de Leydig em ratos.

3.2. Objetivos Especificos

Capitulo 1: Avaliacdo do desenvolvimento testiculaem ratos expostos a CEM de 60 Hz
elmT

Avaliar o efeito da exposicdo ao CEM de 60 HzraTLdo 13° dia de gestacéo até o

21° dia po6s-natal (puberdade).

Capitulo 2: Avaliacdo da degeneracéo testicular ingdzida pelo CEM de baixa frequéncia

Avaliar o efeito da exposicdo ao CEM de 60 HzraTLdo 13° dia de gestacao até o

90° dia pos-natal (adulto).

Capitulo 3: Efeito do choque térmico e da inibicdala Hsp90 nas correntes dos canais de

calcio Ca,3 tipo-T e potassio Bk, em células de Leydig

Avaliar o efeito do choque térmico (43 °C duratieminutos) e da inibicdo da Hsp90
nas correntes dos canais de célcig3apo-T e dos canais de potassio ativados poiccélc

(BKcg) em células de Leydig frescas.
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5.1. Capitulo 1:

Testicular development evaluation in rats exposemt60 Hz
and 1 mT electromagnetic field

Avaliacao do desenvolvimento testicular de ratgsstos ao

campo eletromagnético de 60 Hz e 1 mT

Publicado em:
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5.2. Capitulo 2:

Evaluation of testicular degeneration induced by lav-
frequency electromagnetic fields

Avaliagcédo da degeneracéo testicular induzida peopo

eletromagnético de baixa frequéncia
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SILVA JUNIOR, V.A. Evaluation of testicular degeaé&on induced by low-frequency
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5.3. Capitulo 3:

Efeito do choque térmico e da inibicdo da Hsp90 nas
correntes dos canais de calcio (8 tipo-T e potassio Bk,

em células de Leydig

81



TENORIO, B.M. Efeito do campo eletromagnétilobaixa frequéncia e do choque térmico nas cffidaadais de ratos, 2011.

Resumo

A testosterona € um hormonio esteréide fundamegrdaed manutencdo e recuperacdo da
espermatogénese apos danos testiculares. As céeilasydig produzem testosterona em
resposta ao estimulo do LH, desencadeando processaializacdo celular envolvendo
entrada de Ca e saida de Katravés de canais na membrana plasméatica. Entes
mecanismos de sinalizacdo nas células de Leydigheando os canais ibnicos durante o
estresse celular ainda precisam ser esclarecidgvid®a importancia dos canais d&Gak"

na esteroidogénese e sua possivel relacdo comalizapdo durante o estresse celular; o
presente trabalho objetivou analisar os efeitosestoesse térmico (43°C / 15 min.) e da
inibicdo da Hsp90 nos canais de calcig&apo-T e potassio ativados por calcio (BKem
células de Leydig frescas. Os resultados obtideslaseam que nos canais BKo estresse
térmico reduziu a corrente do estado estacionand®8%, a condutancia maxima em 68,9%
e a constante de tempo da ativagdo em 31,9%. r€&ssttérmico tornou mais lenta a ativacédo
dos canais BK, e reduziu sua dependéncia de voltagem. A inibigidlsp90 ndo alterou a
corrente dos canais BK A corrente dos canais ¢&atipo-T néo foi afetada pela temperatura
elevada ou pela inibicdo da Hsp90. As andlises idestopia confocal demonstraram que a
administracdo do inibidor da Hsp90 nédo alterou andiente do calcio intracelular. Em
conclusao, o choque térmico pode inibir os can#igs,Bo que pode ser um dos mecanismos
de sinalizac&o relacionados ao estresse celulacélaks de Leydig. A Hsp90 parece nao

estar envolvida neste processo.

Palavras-chave:Canais de célcio e canais de potassio, choquectérisp90, 17-DMAP-

Geldanamicina, células de Leydig, calcio intraceiul
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Introducao

Aproximadamente 8% dos homens apresentam probléenadertilidade, destes 10%
possuem causas reversiveis afetando seu poteécib(Esteves et al., 2011). O calor é um
dos agentes que pode desencadear reversivelmetggeaeracdo testicular, caracterizada
pela deterioragdo da estrutura do testiculo cordapda sua funcdo normal (Turner, 2007).
Todos os tecidos sdo susceptiveis a danos pelo Calotudo, os testiculos sdo especialmente
sensiveis e sdo danificados pela exposicéo a tatuop@s normalmente encontradas dentro do
abdomen, pois o seu funcionamento normal ocorrés 2@ abaixo da temperatura corporal
(Jensen et al., 2006; Sakallioglu et al., 2007)esgp das células germinativas apresentarem
grande sensibilidade a danos causados pela tem@erdevada, as células de Leydig sdo
mais resistentes ao calor e sua capacidade esigéoida parece nao ser diretamente afetada

pelo estresse térmico (Setchell, 2006).

A espermatogénese é regulada por uma complexaeeigata rede de interacdes
endocrina, paracrina e autocrina (Roser, 2008) trBeavs principais fatores reguladores da
espermatogénese estd a testosterona, que em umdivadultos é fundamental para a
regulacdo do comportamento sexual, manutencaodisaicda espermatogénese, epididimo e
das glandulas sexuais acessorias (Holdcraft e BeA04; Verhoeven et al., 2007). As células
de Leydig produzem testosterona em resposta adaacepto do hormonio luteinizante (LH)
ao receptor 7-transmembrana proteina-G, resultandgmmento do cAMP (Svechnikov et al.,
2010) e do C# intracelular (Costa e Varanda, 2007). O aument&dd intracelular ocorre
devido a entrada dos ions através de canai8 @ao-T localizados na membrana plasmatica
(Costa et al., 2010). Em resposta a entrada der@acélula de Leydig, ocorre um feedback
negativo através da repolarizagdo da membrana al@ddefluxo de K através de canais
BKca (Carnio e Varanda, 1995).

A exposicdo a agentes toxicos pode alterar a hadassselular, o que € comumente
denominado estresse celular. Diversos fatores emst&olvidos na resposta das células
durante e apds a exposicdo a condicoes adversae\spme ao estado de estresse (Herr e
Debatin, 2001). Apesar da importancia fisiopataiagdeste processo, os mecanismos de
sinalizacdo nas células de Leydig relacionados steesse celular ainda precisam ser

esclarecidos.
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As respostas celulares devido ao estresse térmidenp alterar as correntes idnicas
(Wu et al., 2001; Chen et al., 2010). Diversos rizgoestdo associados ao estresse celular,
inclusive as proteinas de choque térmico de 90 #390). A Hsp90 € uma chaperona
molecular associada com func¢des na célula normaéh[Ee e Johnson, 2010) e apds o
estresse celular (Murphy et al., 2001). Estudos démonstrando que as Hsp’s interagem
com canais idnicos de diversos tipos celulares, daimo os canais de’jp das célulag
pancreaticas (Yan et al., 2010), canais de clq@iG-2) (Hinzpeter et al., 2006) e canais de
potassio hERG (Walker et al., 2010) em células HER-

Visando esclarecer se 0s canais ibnicos estdo\edeslna resposta das células de
Leydig ao estresse celular e se a Hsp90 pode nmoekstia processo; o objetivo do presente
trabalho foi avaliar o efeito do choque térmicoaeardbicdo da Hsp90 na atividade dos canais

de célcio Ca3 tipo-T e nos canais de potassiogdlkm ceélulas de Leydig frescas.

Materiais e Métodos

As células de Leydig frescas foram obtidas de calongos machosVus muscul us)
com 45 a 60 dias de vida de acordo com a metodobiegcrita por Costa e Varanda (2007).
Apdés a eutanasia através de deslocamento cenwsalfesticulos dos animais foram
removidos, a tunica albuginea retirada e o parémautesticular foi mecanicamente
dissociado através da infusdo de solucéo de Hamkspaco intersticial (mM: 140 NacCl, 4.6
KCI, 1.6 CaC}4, 1.13 MgC}, 10 D-glicose, 5 NaHC£) 10 HEPES; pH ajustado para 7.4 com
KOH e osmolaridade de 290-310 mosmol (kg HAOAs células foram coletadas para a

formacgao dos seguintes grupos experimentais:
* Células de Leydig ndo expostas ao choque tér(aiontrole 1).

» Células de Leydig ndo expostas ao choque térpiédratadas com o inibidor da Hsp90

durante 2 horas.

» Células de Leydig ndo expostas ao choque térma quais foram obtidos registros
controles e depois tratadas com o inibidor da Hsfas células sédo controles delas

mesmas.

» Células de Leydig submetidas ao choque térmid8°&€ durante 15 minutos (Chen et al.,
2010) (Controle 2). Estas células foram deixadaseznperatura ambiente (23+2 °C) durante
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2 horas para que a temperatura volte a ambientd fatores de estresse celular sejam

expressos.

» Células de Leydig expostas ao inibidor da Hsp%ulemetidas ao choque térmico. Estas

células também foram deixadas durante 2 horas mpet@atura ambiente.

» Células de Leydig submetidas ao choque térmicaadas durante 2 horas em temperatura
ambiente. Foram obtidos registros controles e tregislepois do tratamento com o inibidor

da Hsp90. Estas células séo controles delas mesmas.

A 17-Dimethylaminopropylamino-17-demethoxy-geldamana (17-DMAP-GA /
Invivogen - USA) foi utilizada para a inibicdo dap90 (Tian et al., 2004). A concentracao
da 17-DMAP-GA foi 10uM (Hinzpeter et al., 2006) hetderada uma concentracdo alta para

células isoladas.

Eletrofisiologia

Os experimentos foram realizados usando a técl@gaatch clamp na configuracéo
whole cell. O microscopio de contraste de fase ¢NiELWD 0.3 - Japan) foi utilizado para
visualizacdo das células de Leydig e aproximacapip@ta na membrana plasmética. As
correntes ionicas foram obtidas usando pipetasdie korosilicado (resisténcia de 2 a 2M
- Sutter Instrument - USA), headstage (V203BU, AxodSA), Axopatch 200B (Axon -
USA) e placa de aquisicao (Instrutec, NY - USA)s. éorrentes foram filtradas a 5 KHz e
registradas no software (WINWCP v.4.3.3, Strathelgdftware).

Correntes de calcio dos canais G tipo-T

A metodologia utilizada para analise das correntes canais de calcio ¢&tipo-T
seguiu as recomendacodes de Costa e Varanda (280@9)rrentes foram obtidas aplicando-se
pulsos de voltagem entre -80mV e +40mV com durag®00ms e intervalos de 3 segundos
entre os pulsos, mantidos num “holding” de -40m\dducédo que banhava externamente as
células continha (mM): 126 NaCl, 5 KCI, 10 Cadl MgCk, 6 sodio lactato, 10 HEPES; pH
ajustado para 7,3 com CsOH e osmolaridade de 290¥&&mol (kg HO)®. A solucdo de
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pipeta que entra em contato com o meio intracetidatinha (mM): 130 CsCl, 0.8 Mg&£ 15
EGTA, 10 HEPES, 2 Cagl2 ATP-M¢". A concentracdo de Cdivre foi de 1.02x10 M. O
pH foi ajustado para 7,2 com CsOH, osmolaridad289e290 mosmol (kg $0)™.

Os picos das correntes normalizadas pela capacitda membrana versus voltagens

(curva 1-V) foram ajustados pela fungcéo de Boltzman

. G...-G. )

I :G . + min max (V — Er) ,
min 1+ _VO

Braml Vg

onde: i = pico da corrente para cada voltagemi, & condutancia minima; fax =
condutancia maxima; V = voltagemj ¥ voltagem para a qual a metade dos canais estao
abertos ; K = fator da dependéncia de voltagemstersa; Er = potencial de reversao.

As constantes de tempo da ativacé@.{;a) € inativacao tnaivacag das correntes de
Cd"* foram obtidas utilizando pulsos de -20mV em hajdite -40mV através do ajuste da

fungéo:

f(t):iAe_t/T”LC ,

onde Ai , C sdo os coeficientestiea constante de tempo das fungbes exponenciais que

descrevem a cinética do canal.
Correntes dos canais de potassio ativados por caci

As correntes através dos canais de potassio atiamtocalcio foram obtidas usando
pulsos de voltagem de -80mV até +80mV com duragd@0dms intervalos de 3 segundos
entre os pulsos, utilizando uholding de -40mV (300ms). A solucdo de banho continha
(mM): 140 NaCl, 4.6 KCI, 1.6 Cagl11.13 MgC}, 10 D-glicose, 5 NaHC$) 10 HEPES; pH
ajustado para 7,4 com KOH e osmolaridade de 290r8d$mol (kg HO)™. A solucdo de
pipeta continha (mM): 150 KCI, 1 Mg& 15 EGTA, 10 HEPES, 3 CaflA concentracéo de
Ca' livre foi 1x10° M . O pH foi ajustado para 7,4 com KOH, osmolatielale 290-310
mosmol (kg HO)™.

As curvas |-V do estado estacionario da correatpatassio dos canais Bktambém

foram ajustados por uma fungéo de Boltzmann:
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(Grin ~ Grnax)
+ min max (V _ Er) ,
max 1+ _VO

@+ explV %

i=G
onde: i = corrente no estado estacionario para patsd de voltagem; &, = condutancia
minima; Gnax = condutancia maxima; V = voltagem; ¥ voltagem para qual a metade dos
canais estdo abertos; K = fator da dependéncisolfegem do sistema; Er = potencial de

reversao.

A constante de tempo da ativacagikca) da corrente de Kfoi obtida utilizando

pulso de +80mV em holding de -40mV através da mdsmgio descrita para os canais de

ca”.
Transiente do calcio intracelular

Células de Leydig aderidas em laminulas cobedaspoly L-lisina foram carregadas
com o indicador Fluo-3 AM aM (Invitrogen — USA) durante 30 a 45 minutos enugab de
Hanks. A andlise do transiente do®Cintracelular foi realizada através da deteccéo de
fluorescéncia utilizando um microscopio confocaP%SLeica, Bensheim, Germany) de
acordo com a metodologia descrita em Costa eR@l(Q). A fluorescéncia foi normalizada
(AF) usando a funcéo:

AF = (F _ I:min) ,

min
onde: F = Fluorescéncia obtida;;F= Fluorescéncia minima.

Imagens controle foram obtidas durante 70-80 semgipddepois o inibidor da Hsp90
foi aplicado durante 100-120 segundos. Foram auds 47 células de Leydig em dois

experimentos independentes.
Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como médara padrdo. O teste néo

paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc de Diwinutilizado para analisar diferentes
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células nos grupos pré-tratados por 2 horas commogue térmico ou o inibidor da Hsp90.
Para as células que foram controles delas mesmagtilinado o teste ndo paramétrico
pareado de Wilcoxon. Os resultados foram considsradtatisticamente significativos para p
< 0.05.

Resultados

Correntes de calcio dos canais G tipo-T

Os resultados obtidos demonstraram que a depeadéecioltagem e o0 pico da
corrente dos canais de calcio ndo foram alterageglal a exposicdo ao choque térmico
(Figuras 1A, 1C e 1D). A aplicacéo imediata doighip da Hsp90 (Figura 1B) e a inibicdo da
Hsp90 durante 2 horas ndo alteraram as correntealmais de célcio tanto nas células
expostas ao choque térmico (Figura 1F) quanto élatas normais (Figura 1E).

Os parametros da cinética dos canaig3Q#go-T obtidos pelo ajuste da funcéo de
Boltzmann ndo se alteraram em funcdo dos tratamexperimentais (Tabelas 1 e 2). As
constantes de tempo da ativacdo e inativacdo dw@sscde C& também nao foram afetadas
pelo estresse térmico ou inibicdo da Hsp9O.

Na Figura 2 pode-se observar que a aplicacdo ida@an da Hsp90 nao alterou a

corrente dos canais ¢atipo-T obtidas em resposta a pulsos de voltager2@ mV.
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Figura 1. Correntes dos canais de calcio,&dipo-T de células de Leydig obtidas usando
pulsos de voltagem de -80mV a +40mV. 1A: Relac8lonias células controle ou expostas ao
choque térmico (HS) e/ou a geldanamicina (inibidarHsp90) durante 2 horascgp= 22,

Nea = 23, ms = 20, msca = 19). 1B: Relacdo |-V dos canais\Gatipo-T nas células de
Leydig tratadas com a geldanamicina logo apés istregcontrole (Bont= 10, rsa = 10, nis=

10, msea = 10). 1C: Registro controle de correntes gergoascanais Gg tipo-T. 1D:
Correntes de canais ¢&atipo-T 2 horas ap0s o estresse térmico. 1E: @msede canais
Ca,3 tipo-T em células ndo expostas ao choque térmit@tadas com a geldanamicina
durante 2 horas. 1F: Correntes de canaig3@go-T 2 horas apds o choque térmico e a
exposicdo a geldanamicina. Cont: Controle, GA: Bipa geldanamina, HS: Exposto ao

choque térmico, HSGA: Exposto ao choque térmicgel@anamicina.
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Figura 2. Corrente dos canais ¢&atipo-T de células de Leydig em resposta a putkos
voltagem de -20mV em holding de -40mV. Os valomsrh normalizados pela corrente
média. Aplicacdo da geldanamicina (inibidor da HBp®a seta. (Cont: Controle, n = 5; GA:

Exposto a geldanamicina, n = 5).

Tabela 1. Parametros da cinética da corrente dos canaj8 @ao-T em células de Leydig
submetidas ou ndo ao estresse celular induzidoghelque térmico e/ou ao pré-tratamento
com 1M de 17-DMAP-GA durante 2 horas{Rédio = 0.99).

N&o Expostas ao Choque
Térmico

Controle GA 10uM Controle GA 10uM
Gmin (NS/pF) 0.05+0.003 0.05+0.002 0.05+0.002 0.06+0.002 0.84
Gmax (NS/pF) 0.11+£0.006 0.11+£0.004 0.11+0.004 0.11+0.004 0.83

Expostas ao Choque Térmico

Vo (MV) 32.9+05 -32.7+04  -316+04  -31.3+0.3 .0
K 5.0+0.1 5.2+0.1 5.0+0.1 55+0.1  0.10
Er (mV) 30.7+1.0  28.9%0.7 32.1+1.1 29.7+0.7  0.17
Tativacao(MS) 3.4+0.2 3.2+ 0.1 3.8+ 0.1 37+ 01 006
Tinatvacao (MS) 175+0.9  16.9+1.0 19.5+1.2 17.2+1.7  0.49

Tabela 2. Parametros da cinética das correntes dos cana&tpa-T em células de Leydig
submetidas ou ndo ao choque térmico. O tratamemto tQuM de 17-DMAP-GA foi
realizado logo apds o registro controle. Estad&gk&o controles delas mesmas, foi realizado
o teste pareado de Wilcoxon*®édio = 0.99).
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N&o Expostas ao Choque Expostas ao Choque
Térmico Térmico

Controle GA 10uM P Controle GA 10uM
Gmin (NS/pF) 0.05 +0.004 0.05+0.004 0.72 0.04+£0.004 0.04+0.0020.13
Gmax (NS/pF) 0.10 £ 0.009 0.10 £0.009 0.05 0.09+0.008 0.08+0.01 0.13

p

Vo (MV) 31.8+1.0 -33.1+0.8 0.05 -28.8+0.7 -29.18&0.0.42
K 54+02  49+01 025 5202 49+01 0.16
Er (mV) 303+1.6 31.2+20 035 341+17 34.3+15 650.

Tativacio (MS) 3.3+0.3 3.0+04 012 4.8+0.3 46+02 0.97

Tinatvacio (MS) 152+1.8 145%18 030 20.6+18 21.2+2.2 300.

Correntes de potassio nos canais Bl

As correntes nos canais BKreduziram 49,8% nas células de Leydig expostas ao
choque térmico (Figura 3). Entretanto, as correntasscanais BK, ndo foram afetadas pelo
pré-tratamento com o inibidor da Hsp90 durante rah¢Figuras 3A e 3E) ou sua aplicacdo
nas ceélulas logo apds o registro controle (FiglBa 3s células de Leydig submetidas ao
choque térmico e a inibicdo da Hsp90 apresentararoamportamento semelhante as células
expostas apenas a temperatura elevada (Figuran8iando que apenas o choque térmico

alterou a cinética dos canais BK

Os parametros obtidos pelo ajuste da funcao dizlBahn para as correntes no estado
estacionario dos canais BKmostraram que a condutancia maxima reduziu 68&89células
expostas a temperatura elevada em relacdo asscebrifrole (Tabela 3). O parametre fgi
30% maior no grupo exposto a temperatura elevadae(@ 3), indicando uma ativagdo mais
lenta dos canais Bk em resposta aos pulsos de voltagem. As célulatrgieglas com o
inibidor da Hsp90 durante 2 horas ou expostas ibador logo apds o registro controle ndo
mostraram alteracées nos parametros analisadogléEaB e 4). A constante de tempo da
ativacdo dos canais B¥Kfoi 31,9% maior nas células submetidas ao chogumid¢o, também

indicando uma ativacdo mais lenta dos canaig.BK
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O tratamento das células de Leydig com o inibdiHsp90 nado alterou a corrente

nos canais BK; em resposta a pulsos de voltagem de +80mV (Figjura

Figura 3. Correntes dos canais BKde células de Leydig obtidas usando pulsos dageh

de -80mV a +80mV. 1A: Relacdo |-V nas células aaetiou expostas ao choque térmico
(HS) e/ou a geldanamicina (inibidor da Hsp90) dig@nhoras (gont= 10, rsa = 10, nis= 10,
Nhsea = 10). 1B: Relacao I-V dos canais Bkhas células tratadas com a geldanamicina logo
apos o registro controledg:= 10, rsa = 10, mis= 10, nysea = 10). 1C: Registro controle de
correntes geradas por canais BKLD: Correntes de canais BK2 horas ap6s o choque
térmico. 1E: Correntes de canais Bkm células ndo estressadas e expostas a geldarsamic
durante 2 horas. 1F: Correntes de canais,BKhoras apds o choque térmico e exposi¢cao a
geldanamicina. Cont: Controle, GA: Exposto a gedaiaina, HS: Exposto ao choque térmico,

HSGA: Exposto ao choque térmico e a geldanamicina.

92



TENORIO, B.M. Efeito do campo eletromagnétilobaixa frequéncia e do choque térmico nas cffidaadais de ratos, 2011.

Figura 4. Corrente dos canais BKde células de Leydig em resposta a pulsos degeriia
de +80mV em holding de -40mV. Os valores foram radizados pela corrente média.
Aplicacéo da geldanamicina (inibidor da Hsp90) eta.s(Cont: Controle, n = 6; GA: Exposto
a geldanamicina, n = 8).

Tabela 3. Parametros da cinética da corrente dos canaig, B células de Leydig
submetidas ou ndo a temperatura elevada e/ou aoaamento com 1M de 17-DMAP-
GA durante 2 horas ffédio = 0.99).

N&o Expostas ao Choque Expostas ao Choque
Térmico Térmico p

Controle GA 10uM Controle GA 10uMm
Gmin (NS/pF)  0.02+0.007 0.03+0.008 0.02+0.011 0.02 + 0.0090.95
Gmax (NS/pF) 1.0+0.3 0.7+0.2 0.2+0.08 0.2+0.07 0.004*

Vo (MV) 815+43 852+168 1205+58 117.7+3.86 0.000*

K 11.6 +1.2 12.2+25 94+12 9.6+0.9 0.51
Er (mV) -39.3+0.8 -40.3+1.1 40.4+04  -413+09 8.7
Tativacio(MS) 145+1.3 149+1.2 19.1+1.5 20.6 + 3.6 0.20

* Estatisticamente significativo.

Tabela 4. Parametros da cinética das correntes dos canaig 8# células de Leydig
submetidas ou ndo ao choque térmico. O tratamemto tQiM de 17-DMAP-GA foi
realizado logo apoés o registro controle. Estad@&gsfo controles delas mesmas, foi realizado
o teste pareado de Wilcoxon*(®édio = 0.99).
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N&o Expostas ao Choque Expostas ao Choque
Térmico Térmico

Controle GA 10uM P Controle GA 10uM
Gmin (nNS/pA) 0.02 £0.002 0.02 £0.002 0.92 0.02+0.002 0.02+0.005 0.98
Gmax (nNS/pA) 0.7 £0.07 0.7£0.1 092 0.2%+0.05 0.2+0.08 50.3

P

Vo (MV) 73.3+2.7 744+34 092 77.2+28 83.9+ 7.7 650.
K 9.6+0.9 11.8+08 0.16 13.1+3.0 11.0+1.5 70.9
Er (mV) -38.2+09 -374+09 0.76 -444+32 -40.731.042

Tavacio(Ms) ~ 150+10  138%1.1 023 195+22 184+ 14 960.

No presente estudo, as correntes d& @aK' estdo de acordo com as observadas
anteriormente por Costa e Varanda (2007) e Desaphgl. (1996), indicando que os

procedimentos experimentais foram realizados caresso.

Transiente do calcio intracelular

A exposicdo das células de Leydig ao inibidor ¢p%9 (17-DMAP-GA) ndo alterou

o transiente do calcio intracelular (Figura 5). Deva limitacdes técnicas, ndo foi possivel

avaliar o transiente do calcio intracelular nosras expostos ao choque térmico.

Figura 5. Transiente do calcio intracelular em célula dedigywntes e depois da aplicacéo de
10 uM de 17-DMAP-geldanamicina (inibidor da Hsp9®arra de escala: 10 um, s:

segundos.
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Discussao

A entrada e saida de ions na célula através descaa membrana plasmatica servem
como sinalizacao para diversos processos fisiadggigatologicos e toxicoldgicos (Restrepo-
Angulo et al., 2010). Apesar dos canais i6nicos c&slas de Leydig possuirem grande
importancia para a sinalizacdo celular e ester@dege, ndao foram encontrados estudos
anteriores que avaliassem o comportamento desteséscam condicdes celulares adversas;

bem como o efeito dos fatores de estresse celotacamais idnicos das células de Leydig.

Efeito do choque térmico nos canais G& tipo-T e BKc, das células de Leydig

Identificar processos relacionados ao estresseulacel termo-resisténcia e
esteroidogénese nas células de Leydig € importaaténvestigacdo de possiveis alvos
terapéuticos visando a manutencéo da fertilidade.

As respostas do estresse celular sdo mecanismo®rsas de extraordinaria
significancia fisioldgica e patologica. Estas regps representam reacfes de defesa das
células a danos ambientais em suas macromolédesar de diversos fatores estarem
envolvidos na resposta das células ao estresdarcel@rios aspectos dessa resposta ndo sao
especificos ao agente estressante, pois as céhdagoram o estresse baseada no dano a
macromoléculas sem relacdo a que tipo de estress®w o dano celular (Herr e Debatin,
2001; Kdltz, 2005).

Atualmente sabe-se que a exposi¢cao ocupacionahlao pode reduzir a fertilidade
(Bonde, 2010). O calor € um dos fatores que induzemegeneracdo testicular, com
consequente perda da funcado normal dos testicliloadr, 2007). Apesar de alguns estudos
relatarem que as células de Leydig e a producatestesterona podem ser alteradas em
condicbes adversas que levem ao estresse cehirgamo o calor (Murphy et al., 2001,
Gorostizaga et al., 2005; Kurowicka et al., 200Kta& e Kanter, 2009), hipoxia (Farias et al.,
2008) e estresse oxidativo (Gautam et al., 2008)teeatura geralmente considera que as
células de Leydig e a esteroidogénese nado saamieete afetadas pelo calor, sendo células
termo-resistentes (Setchell, 2006). Os mecanisralgaces envolvidos na termo-resisténcia
das células de Leydig ainda néo estdo totalmentaresidos.
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No presente trabalho foi observado que o estréssecb de 43°C durante 15 minutos
ndo alterou a corrente de ¢;amas alterou a corrente dé.kOs canais de & existem em
células excitaveis e ndo excitaveis. Estes carso eenvolvidos em diversos processos
celulares: excitabilidade neuronal; funcdo no tecrduscular liso; secrecdo hormonal;
imunidade inata; modulagédo do tdnus vascular (G@hetttal., 2006) e esteroidogénese nas
células de Leydig (Carnio e Varanda, 1995).

A atividade dos canais B} nas células de Leydig € muito sensivel a conoghtrdo
cd" intracelular (Carnio e Varanda, 1995). Tendo ermstavique o aumento do €a
intracelular pode desencadear respostas que cufmem apoptose e diversos processos
induzidos pelo estresse celular podem causar pioiavés da reducdo do’Citracelular
(Mattson, 2007); é possivel que a reducao na derreys canais B observada no presente
trabalho tenha ocorrido devido a reducdo do ?*Gatracelular nas células de Leydig

submetidas ao choque térmico.

O estresse térmico pode proteger a funcdo celunikindo as correntes de K
(Robertson, 2004). O Kparticipa do inicio, meio e fim do processo aptipt o efluxo de
K" através da membrana plasmatica causa a redugZmludoe celular durante a apoptose, 0
gue é um marco inicial necessario para o disparprdeesso apoptético (Burg et al., 2006).
Considerando que a apoptose pode ser atenuadésattavinibicdo dos canais dé gu et
al., 1997), nés sugerimos a hipotese de que adedia; corrente de'Kobservada no presente
estudo seja um mecanismo contra a apoptose ndascéki Leydig, promovendo protecao e

resisténcia contra o estresse térmico.

Segundo Armstrong e Robertson (2006), os mecanisagosadores de Kpodem ser
a primeira linha de defesa contra o estresse térnds resultados observados em nosso
estudo corroboram com os obtidos por Ramirez €t18P9), Wu et al (2002) e Robertson
(2004), onde o estresse térmico reduziu as coge@eotassio. Intrigantemente, Hoag et al.
(1997), Joyeux et al. (1998), Wu et al. (2001) enéker e Verdouw (2000) citaram que a
ativacdo das correntes dé grotegem a funcéo de células nervosas e cardittoséSaad e
Hahn (1992) também observaram a ativagdo dos cdeds em linhagens de células termo-
resistentes. De acordo com Armstrong e Robertsod6)2 vem sendo dada pouca atencao a
possiveis mecanismos que coordenam respostas-tespdaificas ao estresse hipertérmico.
Estudos mais aprofundados devem ser realizadosdpakendar os mecanismos envolvidos

na modulacdo dos canais déén diferentes tipos celulares expostos ao esttésse&o.
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Efeito da inibicdo da Hsp90 nos canais G@& tipo-T e BKc, das células de Leydig

As respostas celulares devido ao estresse térnoidenp alterar as correntes ibnicas
(Robertson, 2004). No presente estudo nds iniciambsisca por proteinas parceiras que
podem modular a atividade dos canais d& 6a K' das células de Leydig com viabilidade
terapéutica de administracdo sistémica e com efeitdaterais reduzidos. Nosso primeiro
alvo de investigacao foi a Hsp90, que é um imptetéator relacionado ao estresse celular e
pode ser inibida com anélogos da Geldanamicinadguadministrados via intravenosa ou
oral (Porter et al., 2010).

As proteinas de choque térmico (Hsp) sao fatoreesjmsta celular ao estresse muito
conservado entre as espécies (das bactérias aogenua)y sdo expressas em niveis baixos
em condicédo fisioldgica e niveis altos durante toesse celular. As Hsp’s sdo chaperonas
moleculares, ubiquas, que facilitam o empacotam@atoroteinas e regulam seu controle de
qualidade, previnem a agregacdo protéica e induzmoteinas inapropriadamente
empacotadas a seguirem seu caminho especifico gilmddgdo, ajudando as células a
sobreviverem a desafios ambientais (Kalmar e Greins 2009). As Hsp’s orquestram
quando e onde as proteinas celulares sdo empasetadaempacotadas; se houver alteragdes
graves no empacotamento e agregacdo protéica eaymadestressores ambientais ou
patolégicos, estas proteinas podem servir comoosEse conduzir para apoptose,
influenciando na decisdo de vida e morte da céfdabil, 2008). As Hsp’s séo classificadas
em subfamilias de acordo com seu peso moleculgrisHsequenas (16-30 kDa), Hsp40,
Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hspl110 (Kalmar e Greens2iidg).

A Hsp90 €& uma chaperona molecular que funciona coragulador do
empacotamento, estabilidade e atividade de umalgnrzariedade de proteinas (Porter et al.,
2010). A Hsp90 pode interagir fisicamente ou geaetiente com até 10% das proteinas da
célula, sendo considerado o maior regulador deegews celulares (Zhao et al., 2005). A
Hsp90 constitui 1% a 2% das proteinas no citoplasmaniveis desta proteina aumentam
devido ao estresse ambiental e sua funcdo mudaatdoacom as necessidades da célula
(McClellan et al., 2007).

As Hsp’'s estdo associadas com as respostas daa afluante o aumento da

temperatura (Murphy et al.,, 2001). Diversos estudésm demonstrando que as Hsp’s
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interagem com canais idnicos de diversos tipodarels. Segundo Yan et al. (2010), a Hsp90
pode afetar a expresséo e a funcéo dos carigis Has célulag pancreaticas. Também foi
observado que a interacdo entre a Hsp90 e os amalereto (CIC-2) resulta em uma maior
atividade do canal devido ao aumento da sua exwesssuperficie celular, maior facilitacdo
da abertura do canal e do aumento da sensibilidadanal ao ClI- intracelular (Hinzpeter et
al., 2006). Nanduri et al. (2009) também relatoa guHsp90 pode modular os canais de K
hERG em células HEK293 submetidas a hipoxia. Dedacoom Walker et al. (2010), a
Hsp40 promove a degradacido dos canais dBBRG e reduz a eficiéncia de passagem ao
fon. A Hsp27 e a Hsp70 também podem modular osicaia K em vasos sanguineos
(Armstead e Hecker, 2005).

No presente estudo foi utilizadomoo inibidor da Hsp90 o analogo da
geldanamicina 17-DMAP-GA devido as suas caracteastfarmacoldgicas: boa capacidade
inibitéria da Hsp90; hidrosolubilidade, o que nasrpitiu 0 uso da droga sem a adicdo de
DMSO; e por ser menos téxico, evitando efeitoslaeds indiretos (Tian et al., 2004). Neste
trabalho ndo foi observado alteracbes nos canaigo® devido a inibicdo da Hsp90;
entretanto, outros estudos demonstraram alterap@a§icativas (Hinzpeter et al., 2006; Yan
et al., 2010). Isto pode ter ocorrido devido dJ4o de diferentes analogos da geldanamicina,
que possuem diferentes niveis de toxicidade; 2erBifcas intrinsecas dos tipos celulares
utilizados, pois as células de Leydig possuem grarasbisténcia ao estresse ambiental,
conservando a sua capacidade funcional (Setcl®@§)23. Duracdo do pré-tratamento com o
inibidor da Hsp90.

A possivel modulacdo dos canais d€'Gau K" pela Hsp90 foi analisada em dois
periodos diferentes: 1. Avaliacdo dos canais lggds aadministragdo do inibidor, visando
avaliar a interacdo imediata da Hsp90 ou de algdama proteinas ligadas a Hsp90; 2.
Avaliacdo dos canais através de um pré-tratamamntemte 2 horas com o inibidor da Hsp90,
visando avaliar a interacdo das proteinas sensiveitsp90 maturadas neste periodo. O
inibidor da Hsp90 n&o alterou as correntes dosisateaCa" ou K" das células de Leydig

normais ou estressadas em ambos os periodos dnalisa

A preparacdo das células de Leydig frescas foiaugaala preservar ao maximo as
caracteristicas fisiologicas da célula, entretagdta metodologia ndo permitiu uma exposicéo
prolongada ao inibidor da Hsp90. Estudos utilizaodibura de células de Leydig devem ser

realizados para observar o efeito de longa durdaganibicdo da Hsp90.
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Os inibidores da Hsp90, incluindo a geldanamieirseus analogos, estdao em diversas
fases de estudos experimentais e clinicos compiasrpara o cancer (Porter et al., 2010). Em
nosso estudo foi observado que o tratamento comM@e 17-DMAP-GA nao alterou as
correntes dos canais &Aatipo-T e Bk, em células de Leydig, bem como sua administracao

imediata n&o alterou o transiente dé'Gatracelular.

Conclusodes

O choque térmico pode reduzir a corrente dos cdiaig, induzindo a ativagdo mais
lenta destes canais e reduzindo sua dependénaialtdgem. A corrente dos canais\Ga
tipo-T nao foi alterada pela temperatura elevadadinistracdo do inibidor da Hsp90 (17-
DMAP-Geldanamicina) néo alterou a corrente dosisdBiéc, Ca,3 tipo-T e o transiente do
calcio intracelular. O choque térmico pode inibér @anais Bl§, 0 que pode ser um dos
mecanismos de sinalizacdo relacionados ao esttekdar nas células de Leydig. A Hsp90

parece ndo estar envolvida neste processo.
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6. Conclusao
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Diariamente, grande segmento da sociedade é expagfentes fisicos ambientais que
interagem com o organismo, podendo desencadetoéslversos. Dentre os agentes fisicos
mais comuns estdo os campos eletromagnéticos (@EMfemperatura elevada. O presente

trabalho demonstrou que:

1. A exposicdo de ratos desde a gestacdo até a pdbesdl&CEM de baixa
frequéncia (60 Hz e 1 mT) pode retardar o desemelvto testicular.

2. A exposicao de ratos a CEM de 60 Hz e 1 mT degsi@mcao até 21 ou 90 dias

pos-natal (adulto) pode induzir a degeneracaatdatiem animais adultos.

3. Células de Leydig expostas ao choque térmico d€ 4Rfrante 15 minutos
demonstraram reducdo na corrente dos canais dssfotaK-, Os canais de
calcio Ca3 tipo T nao sofreram alteracdo devido ao choqumi¢é. A Hsp90

parece ndo estar envolvida neste processo.

Vale ressaltar a necessidade de mais pesquisaiseussao para implementagéo de
medidas publicas preventivas visando reduzir pessifeitos deletérios devido a exposicao
da populacdo ao CEM e a temperatura elevada, [mbes ggodem representar risco a
fertilidade.

107



