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RESUMO

As células de Sertoli sdo essenciais para o sistema reprodutivo masculino, pois
fornecem suporte morfolégico e nutrientes as células germinativas para garantir a
espermatogénese continua. O objetivo deste trabalho foi prever as propriedades
elétricas da membrana plasmatica que desencadeiam respostas rapidas nas células
de Sertoli, envolvendo mudancgas idnicas.

As respostas rapidas das células de Sertoli em cultura foram monitoradas utilizando
medicdo elétrica de patch clamp e comparadas com dados obtidos utilizando
ferramentas farmacolégicas (a partir de tubulos seminiferos intactos). Um modelo
matematico para células nao-excitaveis, foi utilizado para definir os papéis dos canais
de potassio e da bomba Sdédio/Potassio (Na*/K*-ATPase) nessas respostas. A
verificacdo de dados matematicos também foi realizada para determinar os potenciais
de membrana em repouso e estimulados por horménios, das células de Sertoli nos
tubulos seminiferos intactos e das células de Sertoli em cultura (medigdes de patch
clamp).

A predicdo desses dados, baseada em modelagem matematica, demonstrou pela
primeira vez, o envolvimento dos canais de potassio e a ativacdo da Na*/K*-ATPase
na hiperpolarizacdo das células de Sertoli e suas consequentes respostas rapidas.
Além disso, a analise matematica que mostra o envolvimento do equilibrio idnico nas
respostas rapidas dessas células a hormonios, como o hormdnio foliculo-estimulante,
€ consistente com relatos anteriores, como Wasserman (1992), obtidos por meio de
técnicas farmacolégicas em células de Sertoli.

Assim, a validagao de tais dados é confiavel e representa um primeiro passo na
proposi¢cao de um modelo matematico para prever respostas rapidas das células de
Sertoli aos estimulos hormonais.

Palavras-chave: Células de Sertoli; analise matematica; canais ibnicos; Na*/K*-
ATPase; respostas rapidas.



ABSTRACT

Sertoli cells are essential for the male reproduction system as they provide
morphological support and nutrients for germ cells to guarantee ongoing
spermatogenesis. The aim of this work was to predict the electrical properties at the
plasma membrane that trigger Sertoli cell rapid responses by involving ionic channels.
The rapid responses of Sertoli cells in culture were monitored using patch clamp
electrical measurement and compared to data obtained using pharmacological tools
from intact seminiferous tubules. A mathematical model was used to define the roles
of potassium channels and the ATP-dependent Na*/K* pump in these responses.
Mathematical data verification was also performed to determine the resting and
hormonal stimulated membrane potentials of Sertoli cells in the intact seminiferous
tubules and of Sertoli cells in culture (patch clamp measurements). The prediction of
these data based on mathematical modeling demonstrated, for the first time, the
involvement of potassium channels and the activation of Na*/K* pump in the
hyperpolarization of Sertoli cells and their consequent rapid responses. Moreover, the
mathematical analysis showing the involvement of ionic balance in the rapid responses
of these cells to hormones, such as follicle-stimulating hormone, is consistent with
previous reports obtained using pharmacological techniques in Sertoli cells.

Keywords: Sertoli cell; mathematical analysis; ionic channels; Na+/K+ pump; rapid
responses.
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1 INTRODUGCAO

As células de Sertoli, as quais nutrem e dao suporte morfolégico as células
germinativas, apresentam um microambiente de membrana plasmatica que contém,
entre as diferentes classes de lipidios, proteinas que funcionam como canais idnicos
(SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002)(RATO et al., 2010). A cinética dos canais
ibnicos das células de Sertoli coordena eventos de resposta rapida, como o controle
do potencial da membrana plasmatica, influenciando o transporte de sédio e potassio
através da membrana celular pela atividade da bomba de Na*/K*, conhecida também
como Na*/K*-ATPase (SILVA et al., 2001)(SILVA, 2014), as atividades de enzimas
que estao localizadas na membrana plasmatica (ZANATTA et al., 2011), a secregao
celular, bem como respostas genémicas como transcricao nuclear (ZANATTA et al.,
2013)(DO NASCIMENTO et al., 2020). Consequentemente, as atividades de resposta
rapida da Na*'-K*-ATPase, canais de potassio dependentes de calcio (Ca2*-K"),
canais de potassio dependentes de ATP (ATP-K*) e correntes de potassio sensiveis
a tensédo (Kv) apoiam a fungéo de Células de Sertoli para manter a espermatogénese
e a fertilidade.

O horménio foliculo-estimulante (FSH) representa um dos reguladores
hormonais das atividades secretoras e da proliferacdo nas células de Sertoli (SILVA,;
LEITE; WASSERMANN, 2002)(REIS et al., 2015). O FSH exibe maneiras diferentes
e independentes de iniciar a sinalizagao nas células de Sertoli. O mecanismo do FSH
€ mediado por receptores acoplados a proteina G de alta afinidade e também pela
alteracdo do potencial da membrana plasmatica através da abertura ou fechamento
de canais iGnicos para desencadear vias intracelulares a jusante (SILVA; LEITE;
WASSERMANN, 2002). Essa interacdo do canal ibénico produz um efeito duplo,
consistindo em uma rapida hiperpolarizagdo seguida por uma despolarizagéo
prolongada (WASSERMANN et al., 1990). A fase de hiperpolarizagdo pode ocorrer
como resultado da saida de K* através da membrana plasmatica ou pela ativagao dos
canais de cloreto (LOSS; JACOBUS; WASSERMANN, 2007)(MENEGAZ et al., 2016),
enquanto a resposta despolarizante pode ser mediada por um aumento no influxo de
Ca2" ou pela ativagéo de o cotransportador Na*/K*/2Cl- ou o trocador Na*/Ca2* (NCX)
(RATO et al., 2010)(GONCALVES et al., 2018)(HAEFNER, 2005).

As andlises matematicas representam uma ferramenta poderosa para

desvendar o mecanismo que conduz os sistemas biologicos (HAEFNER, 2005). Os
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primeiros estudos em células excitaveis foram propostos ha 60 anos por Hodgkin e
Huxley usando axénios gigantes de lula (HODGKIN; HUXLEY, 1952). O primeiro
modelo elétrico de tecido cardiaco foi proposto por Noble em 1962, com base em
fiboras de Purkinje (NOBLE, 1962). Desde entdo, diversas abordagens foram
desenvolvidas para descrever o potencial de agcdo em células excitaveis, como
modelos para células cardiacas, células uterinas, entre outras. Até onde pude verificar
na literatura, este é o primeiro estudo a empregar um modelo matematico para canais
ibnicos em células de Sertoli. A utilizacdo de um modelo matematico de fungao de
canal pivdb em células de Sertoli para realizar analises elétricas ampliara a
compreensao das correntes de ativagdo que sao geradas nessas células para
obtencao de respostas rapidas, como processo bioldgico pelo qual as células liberam
substancias para o meio extracelular.

Nas células de Sertoli, as alteragbes no potencial da membrana plasmatica
sdo causadas por estimulos hormonais, que desencadeiam a abertura e o fechamento
dos canais ibnicos. Esses hormonios modificam a permeabilidade da membrana aos
ions sadio e potassio (JOFFRE; ROCHE, 1988a) e a concentragao intracelular de ATP
(LOSS; JACOBUS; WASSERMANN, 2007), ativando respostas rapidas, incluindo a
exocitose. Até onde sei, essa é a primeira analise matematica de alguns canais idnicos
de interesse em células de Sertoli, com base em dois modelos descritos
anteriormente: O modelo de Hodgkin & Huxley (H-H) para canais idnicos dependentes
de tenséao, e as equacdes do modelo enzimatico Na*/K*-ATPase, conforme descrito
por Hernandez et al. (HERNANDEZ; FISCHBARG; LIEBOVITCH, 1989). A variagao
no potencial da membrana plasmatica causada pelos horménios produz a entrada de
estimulo elétrico para o modelo H-H, igualando a abertura dos canais de potassio
sensiveis a tensao nas ceélulas de Sertoli, conforme representado esquematicamente

na figura 1.
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Figura 1 - llustragdo esquematica de uma célula de Sertoli com os canais de Potassio
Dependentes de Tensao e a Na+/K+-ATPase. Os canais de calcio dependentes de tensido sao
bloqueados pela co-incubagao com Verapamil e a abertura dos canais de K+ foi desencadeada
pela alteragdo do potencial da Na+/K+-ATPase. A administragao de FSH a célula desencadeia
alteracoes na permeabilidade ao sédio e ao potassio, aumentando consequentemente a
atividade da bomba (A). Esse processo é demonstrado na curva que retrata o exemplo de
administragao de FSH na célula e é descrito em trés etapas: 1-Aplicagdo do horménio; 2-
hiperpolarizagao e 3-estabilizagdo do novo potencial de membrana (B).

FSH + Verapamil
I - .

Simultaneously

P!

NP4

Vi Verapamil

Fonte: Criado por Danusa Menegaz com software BioRender.com.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

O objetivo deste estudo foi utilizar uma abordagem matematica para analisar
e propor um modelo para as propriedades elétricas da membrana plasmatica das
células de Sertoli. Validar o modelo através de simulagdo e comparagdes objetivas
com resultados obtidos por meio de técnicas farmacoldgicas realizadas por
WASSERMANN et al., 1992a.

2.2 Objetivos Especificos

Propor um modelo dos canais hiperpolarizantes (Canais de Potassio
Dependentes de Tensdo e Na*/K* ATPase) da célula de Sertoli para estudos
especificos desses canais in silico sem a interferéncia de outros canais, farmacos ou
horménios, que possam interferir nestes estudos.

Aplicar o modelo proposto nos Canais de Potassio Dependentes de Tenséo e
a Na*/K* ATPase em células de Sertoli de ratos imaturos para comparar com

resultados in vivo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Sistema Reprodutor Masculino

O Sistema Reprodutor Masculino consiste em um par de testiculos, vias
espermaticas (epididimo, canal deferente, uretra), pénis e glandulas anexas
(vesiculas seminais, prostata e glandulas bulbouretrais). Nos testiculos ocorre a
produgcao de espermatozoides e hormonios sexuais; nas vias espermaticas ocorre a
maturagao, circulagéo e liberagdo dos espermatozoides enquanto que as glandulas
anexas secretam os fluidos de transporte e nutricao que irdo formar, juntamente com
os espermatozoides, o esperma (GONCALVES, 2018).

3.2 Testiculos e Tubulos Seminiferos

O testiculo dos mamiferos € um érgédo complexo caracterizado por duas
fungdes principais: sintese e secrecdo de hormdnios esteroides e producédo de
espermatozoides. O desenvolvimento testicular normal e a manutencdo da
espermatogénese sao controlados pelas gonadotrofinas e pela testosterona, cujos
efeitos sdo modulados por fatores produzidos localmente, onde entre eles, estéo
envolvidos os estrogénios (BOURGUIBA, S., GENISSEL, C., LAMBARD, S.,
BOURAIMA, H., & CARREAU, 2003).

As principais fungbes do testiculo sdao a espermatogénese e a
esteroidogénese. A espermatogénese € um processo que envolve eventos celulares
e bioquimicos, responsaveis pela formagao das espermatogdnias e ocorre dentro dos
tubulos seminiferos, onde as células de Sertoli, sob acdo da testosterona, FSH —
Horménio Foliculo Estimulante entre outros horménios, desempenham um papel
fundamental na proliferacdo e diferenciacdo das mesmas (PEREZ et al., 2013)
(KOPERA et al., 2010).

Os tubulos seminiferos s&o estruturas tubulares especiais nos testiculos que
produzem espermatozoides continuamente durante todo o ciclo de vida masculino
(NAKATA et al., 2015). Eles formam um ambiente adequado para as células
germinativas se desenvolverem, sendo considerados a unidade funcional do testiculo
(GONCALVES, 2018), como mostrado na figura 2.
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Figura 2 - Organizagao do testiculo e a representagao de uma segao transversal dos tubulos
seminiferos.
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Fonte: Adaptado de GONCALVES, 2018.
3.3 Espermatogénese

Como mencionado no item 3.2, o testiculo dos mamiferos possui, pelo menos,
duas fungdes complexas e coordenadas que garantem a fertilidade e a perpetuacéo
das espécies: a espermatogénese e a esteroidogénese. A espermatogénese é
controlada por uma miriade de fatores, inclusive pelas gonadotrofinas, FSH entre
outros horménios (VERDI et al., 2021).

Além de desenvolver células germinativas, o epitélio seminifero também é
constituido por células de Sertoli, conhecidas por fornecer apoio estrutural ao
desenvolvimento de células germinativas (GRISWOLD, 2015). Sabe-se que as células
germinativas se diferenciam e se deslocam na dire¢gao do lumen do tubulo ao longo
da espermatogénese. As células de Sertoli e as células germinativas formam
associagdes dindmicas dentro do epitélio seminifero definido como estagios do
epitélio seminifero (KOPERA et al., 2010). Durante toda a espermatogénese, as
células germinativas permanecem em estreito contato com as células de Sertoli, que
sao essenciais para o seu desenvolvimento. Estas interacbes entre as células no
epitélio seminifero sdo fundamentais para a producado de varias moléculas, como
hormonios, fatores de crescimento, proteases, inibidores de protease e componentes
da matriz extracelular (KOPERA et al., 2010).
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3.4 Células de Sertoli

As células de Sertoli sdo responsaveis por fornecer energia e suporte
nutricional para o desenvolvimento de células germinativas. E muito importante que
as ceélulas germinativas recebam um nivel adequado de substratos energéticos, caso
contrario elas podem se degenerar e entrar na via apoptoética (morte celular) (RATO
et al.,, 2012). Elas estdo associadas as células germinativas formando o tubulo
seminifero. Apds a formacido do tecido testicular, o numero de células de Sertoli
aumenta rapidamente, e alguns estudos indicam que, em ratos, a replicagdo destas
células pode se restringir ao periodo perinatal, cessando apos a primeira meiose das
espermatogdnias, 0 que ocorre nos primeiros estagios da puberdade (ORTH, 1982).
Em algumas espécies, um periodo pode ser muito mais importante do que o outro,
todavia, na maioria das espécies, os periodos fetal e neonatal sdo provavelmente os
mais importantes. Portanto o estudo destas células no estagio neonatal & tao
importante para o entendimento de alguns fatores de infertilidade masculina.

A figura 3 apresenta a célula de Sertoli. As organelas descritas sao
ilustracdes. Na base da célula, encontra-se o nucleo (Nu), o qual contém um grande
nucléolo (Nuc) e cariossomos satélites (SK). Nesta regido, goticulas lipidicas (Gly) sdo
frequentemente notadas e complexos juncionais justos (Jct), entre células de Sertoli
sdo encontrados. O corpo do citoplasma da célula contém as tipicas organelas
celulares epiteliais e corpos de inclusao:

. Um aparelho de Golgi (Go) que é pequeno comparado a maior célula
secretoria;

. Uma abundancia de reticulos endoplasmaticos rugoso (RER);

. Reticulo endoplasmatico liso (RES) que é frequentemente encontrado
adjacente a mitocéndria (Mit), que séo, ou alongadas paralelas aos microtubulos (Mt)
ou circular em forma de roscas;

. Granulos glicogénicos, que podem ser vistos perto do nucleo, e outras
inclusées como corpos vesiculares (CV) que sao vistas espalhados ao longo do
citoplasma;

. Lisossomos (Li), que sdo geralmente vistas perto do CV;

. Especializacdo ectoplasmatica (Eps) s&o as Uunicas estruturas

encontradas adjacentes as cabegas das espermatides e
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. Complexos tubulobulbar (CT), os quais sao vistos com maiores
magnitudes de curvatura do que as cabecgas de espermatides tardias e representam
uma penetragao ou invaginagao na célula de Sertoli por citoplasma espermatides, o
qual participa na ligagao espermatide alongado para célula de Sertoli € na eliminagéo

do excesso do citoplasma anterior a espermiacéo (HESS; FRANCA, 2005).

Figura 3 - Montagem de uma tipica célula de Sertoli

Fonte: Reproduzido de (HESS; FRANCA, 2005)

As células de Sertoli secretam glicoproteinas para o lumen do tubulo
seminifero, e um numero de importantes fungbes bioldgicas tém sido atribuidas a
estas glicoproteinas secretadas (SKINNER E GRISWOLD, 1982). A sintese e

secrecao de glicoproteinas foram estudadas utilizando cultura de células de Sertoli e
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as atividades detectaveis destas glicoproteinas sdao maiores em culturas que foram
suplementadas com FSH (SKINNER E GRISWOLD, 1982).

3.5 Fungao Testicular

A funcgao testicular € reconhecida como dependente das gonadotrofinas
sintetizadas pela hipofise, contudo existe uma rede de reguladores que promovem o
desenvolvimento da gbnada masculina e da manutengdo da fungéo testicular.
Envolvendo comunicacgéo intercelular, intracelular, entre a célula e o meio ambiente,

programacao intracelular e de controle hormonal (GNESSI et al., 1997)

3.5.1 Horménio Foliculo Estimulante (FSH)

Existem na membrana das células de Sertoli receptores do Horménio Foliculo
Estimulante — FSH. Este hormonio desenvolve o papel central de controle das fungdes
da célula de Sertoli, como o controle da proliferagdo destas células no estagio pré-
puberal, determinando assim, o numero de células de Sertoli que estardo presentes
em machos adultos (SHARPE et al., 2003).

A mitose das células de Sertoli decresce em torno de 15 (quinze) dias de idade
do rato, sendo o FSH o controlador na diferenciagao destas células, fundamental para
o desenvolvimento das espermatogéneses no rato adulto (GRISWOLD, 2015).

O FSH pertence a familia dos hormdnios glicoproteicos, a qual inclui também
o LH, Gonadotrofina Coriénica - hCG e TSH. Estes horménios glicoproteicos s&o
heterodimeros ricos em pontes de dissulfetos com associagdes ndo covalentes entre
as subunidades a e B. Os diferentes tipos de hormdnios desta familia tém a
subunidade ou cadeia a comum, diferindo na estrutura da subunidade B (FAN;
HENDRICKSON, 2005). A figura 4 apresenta a cadeia quimica do FSH.
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Figura 4 — Cadeia quimica do Hormoénio Foliculo Estimulante — FSH.
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As substancias: inibina, folistatina e ativina pertencem a um grupo de
substancias glicoproteicas que controlam a secre¢do do FSH. Sdo secretadas pelas
gbnadas (DEPAOLDO et al., 1991), atuando sobre as células gonadotrofas. A folistatina
contém apenas uma cadeia peptidica e no minimo trés isoformas, todas com a mesma
poténcia em inibir a secrecao do FSH. A substancia ativina estimula a liberagao do
FSH, possuindo duas cadeias peptidicas (DEPAOLO et al., 1991).

3.5.2 Controle Glandular sobre as células de Sertoli

A célula de Sertoli € considerada célula-alvo da agcdo do FSH no testiculo de
mamiferos (HANSSON et al., 1974), contudo, existem evidéncias de que receptores
de FSH também sado encontrados nas espermatogbnias (GHOSH et al., 1992). A
espermatogénese depende da agéo conjunta entre FSH e testosterona na célula de
Sertoli, servindo como mediadora dos efeitos desses horménios nas células
germinativas (MEANS et al., 1976).

A acao do FSH no tubulo seminifero do rato varia também, de acordo com o
estagio em que se encontram as células do epitélio germinativo (RANNIKKO et al.,
1996). Nos periodos fetal e neonatal, o FSH estimula a mitose das células de Sertoli,
sendo maxima no final da fase fetal e reduzida apds o nascimento; sendo que em
aproximadamente 15 dias de idade, um numero fixo de células de Sertoli se
estabelece. Os gondcitos comegam a proliferar a partir do 4° dia de vida do rato. Com
6 dias de idade as espermatogbnias do tipo A produzem as espermatogbnias
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intermediarias que darao origem as espermatogénias do tipo B e finalmente no 15°
dia os tubulos seminiferos exibem a primeira série completa de espermatdcitos
(RANNIKKO et al., 1996).

3.5.30 processo de acdo do FSH nas células de Sertoli

O FSH liga-se ao seu receptor na célula de Sertoli, gerando sinais
intracelulares. Sendo que os receptores podem produzir estes sinais, através de
ativagao ou inibicdo de enzimas ligadas na membrana plasmatica; ou da abertura ou
fechamento de canais ibnicos na membrana plasmatica (BROWN; BIRNBAUMER,
1990).

Quando o FSH liga-se com o seu receptor, ha o estimulo do aumento de niveis
intracelulares de calcio, devido a abertura de canais ibnicos na membrana (GRASSO;
REICHERT JR, 1989). Este aumento na concentragdo de Ca *2, atua como um sinal

de ativacao de diversas fungdes celulares.

3.6 Canais lonicos

Canais ibnicos sao poros aquosos fechados dos quais mudangas
conformacionais, regidas por campos elétricos na membrana celular, podem levar a
sua abertura ou fechamento. A difusdo de ions através de canais abertos é muito
rapida mas envolve muitas interagdes idnicas, poros e solventes que conduzem a
seletividade idnica, saturagdo e acoplamento de fluxo (HILLE, 1978). A familia de
canais ibnicos é classificada de acordo com a seletividade ibnica do canal para
potassio, cloreto, sddio e calcio (figura 4), ou por sua nao seletividade para diversos
tipos de ions (MENEGAZ D; MENDES AKB; SILVA FRMB, 2021) e a forma com que
esta seletividade acontece, ocasiona a abertura ou fechamento deles.
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Figura 5 — Canais de Sodio, Calcio, Potassio e Cloreto Dependentes de Tenséo.
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Fonte: Criado por Danusa Menegaz com software BioRender.com.
3.6.1 Canais de Potassio

Os canais de Potassio tém um papel crucial na determinagéo do potencial de
repouso da membrana. Quando os canais de Potassio sao ativados, a probabilidade
de abertura dos canais de Sodio e Calcio dependentes de despolarizacéo é reduzida,
pois a célula fica hiperpolarizada (KOLB, 1990).

Os canais de Potassio foram classificados dentro de quatro classe:

. Canais de Potassio ativadas por Calcio, Kca;

. Canais de Potassio Retificado Internamente, Kir;

. Canais de Potassio Dependentes de ATP, Katp e

. Canais de Potassio Dependentes de Tensdo, Kv (MENEGAZ D;
MENDES AKB; SILVA FRMB, 2021).

A figura 6 mostra uma ilustracdo dos movimentos ibnicos dos canais de

potassio.
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Figura 6 — llustragdo de como os Canais Potassio se movimentam através da membrana
plasmatica.
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Fonte: Criado por Danusa Menegaz com software BioRender.com.

3.6.1.1Canais de Potassio Dependentes de Calcio e Canais de Potassio Retificados
Internamente

Os canais de Potassio Dependentes de Calcio s&o ativados pelo calcio
intracelular e divididos, de acordo com sua condutancia, em canais de grande
condutancia, condutancia intermediaria e condutancia pequena. Os Canais de
Potassio Retificados Internamente, denominados canais Ki, sdo independentes de
voltagem e sao controlados por proteinas G, pH e trifosfato de adenosina (ATP). Esses
canais controlam o potencial de repouso da membrana celular e a excitabilidade das
células, desempenhando um papel importante em muitos tecidos endécrinos e no
cérebro (KOBAYASHI; WASHIYAMA; IKEDA, 2003).

3.6.1.2Canais de Potassio Dependentes de ATP

Os canais de Potassio dependentes de ATP sao controlados pelos niveis de
ATP no citoplasma. Concentracdes elevadas de ATP intracelular promovem o
fechamento destes canais, enquanto concentragdes reduzidas promovem a abertura
(LEITE, 1998). A atividade deste canal pode ser modulada por fosforilagao e pelo pH
intracelular. A ativagao da proteina quinase A, em geral, estimula a abertura do canal
(QUAST, 1996).

Os canais de Potassio Dependentes de ATP, Karp sdo caracterizados por
tipos de 1 a 5, diferenciando-se na variabilidade da sua conduténcia e na concentragao
de ATP necessaria para a inibigdo da atividade do canal. O canal tipo 1 € o mais
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conhecido, podendo ser encontrados em musculos liso e esquelético, células B
pancreaticas e em axobnios de vertebrados. Sao relativamente insensiveis as
variagbes no potencial de membrana e na concentracdo de Ca* intracelular
(ASHCROFT; ASHCROFT, 1990).

3.6.1.3Canais de Potassio Dependentes de Tensao

Foi demonstrado que os canais de Potassio dependentes de Tensao regulam
o potencial de acgado, a repolarizacdo, modulam padrées de disparo neuronal e
determinam o potencial de membrana de repouso da célula (HIGASHIDA, 1993).

Os canais de K+ dependentes de tensdo possuem trés componentes
principais:

. Via de condugdo ibnica (poro), que quando abre, conduz
predominantemente e seletivamente o ion com mesmo nome deste canal. O controle
de abertura dessas vias de condugao (um processo chamado gating) € dependente
da tensdo da membrana, dai o nome ‘canais dependentes de tens&do’ (JIANG et al.,
2003).

. Um sensor de tensdo, responsavel por detectar as variagbes no
potencial de membrana e;

. Um mecanismo ligando o sensor ao poro para que o controle de abertura
das vias seja efetuado, como descrito por Jiang et al., 2003.

Os canais dependentes de tensdo funcionam por aminoacidos carregados
‘gating charges’ se movendo através do campo elétrico da membrana em associagao
com a abertura do poro, permitindo a tensdo da membrana fazer o desequilibrio entre
as conformacodes fechadas e abertas deste canal. Estes movimentos gating charges
podem ser medidos como correntes elétricas transientes associados a uma entrada
de tensao e separados por condugéo idbnica (ARMSTRONG; BEZANILLA, 1974).

3.7 Efeitos do FSH em Canais Ionicos

Ha poucos estudos eletrofisiologicos utilizando células dos tubulos
seminiferos de testiculos de rato. Potenciais intracelulares de membrana na ordem de
-28,2 £ 0,3mV foram registrados nessas células por (CUTHBERT; WONG, 1975).
Contudo, devido a heterogeneidade celular dos tubulos seminiferos, ndo foram
registrados valores especificos. Joffre e Roche, em 1988, publicaram uma tensao
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média de -21,6 £ 0,2mV para o potencial de repouso de células de Sertoli em cultura;
e observaram que o FSH produzia uma resposta hiperpolarizante apds 24hs de
tratamento, sendo que esta hiperpolarizacdo se relacionava com o aumento na
permeabilidade do ion K*. Outros estudos registraram potenciais intracelulares de
membrana em células de Sertoli de tubulos seminiferos “SCE” de ratos imaturos em
condicdes basais e sob a acdo do FSH, obtendo-se uma média de -37,65 = 1,12mV
(MCCONNELL, 1990) (WASSERMANN et al., 1990). Verificou-se que o horménio
causava um efeito bifasico, dependente da dose, sobre o potencial de repouso das
células de Sertoli, através de uma hiperpolarizagéo seguida de uma despolarizagéao
(MCCONNELL, 1990) (WASSERMANN et al., 1990).

A incubagdo de células de Sertoli em cultura com sulfato de quinidina,
provocou a diminuicdo da hiperpolarizagcdo evocada pelo FSH nessas células
(JOFFRE; ROCHE, 1988b). Em muitas células secretoras, o aumento na
permeabilidade do K* é bloqueado pela droga quinidina, a qual € conhecida por inibir
a abertura de canais de K* sensiveis a ATP.

Sabe-se que canais de K" estdo envolvidos em diversas atividades bioldgicas.
Por exemplo, alguns canais s&o sensiveis a despolarizagdo de membrana enquanto
outros sdo ativados por neurotransmissores, mensageiros intracelulares e ATP
(STRONG et al., 1989). Joffre e Roche observaram que a hiperpolarizagao induzida
pelo FSH em cultura de células de Sertoli estava relacionada a um aumento na
permeabilidade do K*. Sugeriram ainda, que esta hiperpolarizagdo poderia ser
regulada por variagbes na concentragdo de Ca*? intracelular (JOFFRE; ROCHE,
1988b), portanto, a hiperpolarizagao seria produzida pelo aumento na permeabilidade

do K* e modulada pelas variagdes subsequentes do fluxo de Ca*2.

3.8 Bomba de Sédio e Potassio

O transporte de substancias entre os meios intra e extracelular faz-se por
transporte passivo e/ou ativo, o transporte passivo € uma difusdo simples facilitada
pela passagem de substéncias pelos espagos intermoleculares da membrana, as
proteinas permitem que certos solutos atravessem a membrana, sem o consumo de
energia, apenas pelo movimento molecular proporcionado pela diferengca de
concentragao entre os dois lados da membrana (ET AL ALBERTS, 1994). O transporte
ativo é o transporte facilitado transmembrana que ocorre com a participagdo de

proteinas (OLIVEIRA, 2004). Este transporte exige a interagdo com proteinas
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transportadoras e a existéncia de gradientes de concentragdo, transportando
substancias importantes para a célula, em quantidades maiores e mais rapidamente
em relacdo as que cruzam a bicamada de lipideos por transporte passivo (BEAUGE,
L. ELEW, 1977). No transporte ativo, ha a necessidade de fonte adicional de energia
para criar e manter gradientes idnicos, promovendo a movimentagado de substancias
contra gradiente eletroquimico, permitindo que a célula permanega em homeostase
(ET AL ALBERTS, 1994). Para o transporte ativo ocorrer, as chamadas bombas
ibnicas, entre as quais a bomba de Na*/K* usam moléculas de adenosina trifosfato
(ATP) como fonte de energia (DE FRANCESCHI et al., 1997).

A Na*K* ATPase é responsavel pela manutengdo do gradiente ibnico entre
Na* e K*, e de outros processos de transporte de ions. As diferencas de concentragcao
sao mantidas pela membrana plasmatica virtualmente, em todas as células animais
(DORIS, 1994). No meio intracelular, a concentragdo de sédio varia entre 5 e 15
mEqg/L, enquanto a concentragao de potassio atinge 140 mEg/L. No meio extracelular,
a concentragao de sodio atinge 145 mEq/L, e a concentragcédo de potassio atinge 5
mEqg/L (ET AL ALBERTS, 1994). A ativagdo da bomba de sédio e potassio na
membrana plasmatica, quando no meio intracelular, leva a abertura do canal de
potassio, aumentando assim a eletronegatividade intracelular e alterando o
comportamento da célula (MIJATOVIC; DUFRASNE; KISS, 2012)(MENEGAZ D;
MENDES AKB; SILVA FRMB, 2021).

Os ions Na*/K* ATPase geram gradientes eletroquimicos de sédio e potassio
que sao vitais para as células animais, trocando trés ions de sédio por dois ions de
potassio através da membrana plasmatica durante cada ciclo de hidrélise de ATP.
(KAY, 2017).

3.9 Modelamento Matematico

Segundo Haefner: “Um modelo é uma descrigdo de um sistema. Um sistema
€ qualquer colegao de objetos inter-relacionados. Um objeto é algo elementar sobre o
qual as observagdes podem ser feitas, mas cuja estrutura interna ndo existe ou é
ignorado. Uma descricdo € um sinal que pode ser decodificado ou interpretado por
humanos” (HAEFNER, 2005).

Os modelos sao usados para o entendimento de qualquer sistema, predicédo
do estado conhecido ou de controle de um sistema para producdo de uma condigao

desejavel. Os tipos de problemas em que sao utilizados os modelos matematicos séo
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relacionados a sintese, a analise e a instrumentacdo (HAEFNER, 2005). A sintese
utiliza o conhecimento de entradas e saidas e deduz as caracteristicas do sistema. A
analise usa o conhecimento das partes e seus estimulos para avaliar as respostas
observadas. E a instrumentagao projeta um sistema com uma saida especifica como

resultado de entrada.

3.9.1 Modelamento da Bomba de Sddio e Potassio

Um modelo cinético dos efeitos das Enzimas Eletrogénicas no Potencial de
Membrana foi proposto por Hernandez et al. (1989). Baseado no modelo Enzimatico
da Bomba de Sddio, descrito por Chapman et al. (1983), Hernandez mostrou um
modelo onde a reacao enzimatica € representada por um esquema de seis passos e
mostrado na figura 7. O modelo é usado para analisar o caso de uma membrana ser
atravessada por ions de K* e Na* por simples difusédo, e por transporte eletrogénico
mediado pela Na*/K* ATPase (HERNANDEZ; FISCHBARG,; LIEBOVITCH, 1989).

Figura 7 — Representagao do modelo de transporte eletrogénico mediado pela Na*/K* ATPase
descrito por Chapman et al.
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Fonte: Criado por Danusa Menegaz com software BioRender.com.
3.9.2Modelamento H-H

Alan Hodgkin e Andrew F. Huxley em 1952, desenvolveram um modelo de
equacdes diferenciais, proposto originalmente para a propagagao de sinais elétricos
no axonio gigante de lula, as quais sdo modificadas para descrever o comportamento
de neurdnios em outros animais e para outros tipos de tecidos excitaveis. A realizagao
dos experimentos de Hodgkin e Huxley utilizou duas técnicas, conhecidas como

grampeamento espacial e grampeamento de potencial elétrico (voltage clamp).
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3.9.2.1Método de Medicdo de Voltage Clamp

A metodologia de medi¢cao Voltage Clamp é representada basicamente pela
figura 8.

Ao longo do axdnio sdo inseridos dois eletrodos finos e longos, e conectados
ao gerador de corrente e controlador. Como a resisténcia dos eletrodos € muito baixa,
considera-se que ha o mesmo potencial elétrico em todos os pontos do axdnio, como

uma célula pontual, diz-se que a célula esta sob grampo espacial.

Figura 8 — Esquema do arranjo experimental para medidas com grampo espacial e de potencial
elétrico.

( i

W

~ Im | Geradorde | Controlador v
Corrente T
¥
Registrador
Im (t)

Fonte: Manual do amplificador Multi-Clamp 700B.

Um dos eletrodos esta emparelhado com um eletrodo externo ao axénio, para
medir a diferenca de potencial “V”’ através da membrana. O outro eletrodo é usado
para injetar ou retirar corrente da célula, com a fungdo de manter a diferenga de
potencial através da membrana num valor constante. A medigdo dessa corrente
permite o célculo da condutancia da membrana. Esta técnica € chamada de grampo
de potencial elétrico e permite controlar o potencial de membrana, fazendo com que
ele tenha qualquer valor desejado (BOWER, 1998).

Atualmente, equipamentos mais modernos fazem estas medigbes
automaticamente, com softwares para geragao da corrente desejada e medicédo da
tensao transmembrana ou vice-versa. O equipamento usado nos experimentos que
geraram os dados utilizados neste trabalho, foi o amplificador Multi-Clamp 700B
(Molecular Devices Corp., Berkeley, CA), do Departamento de Farmacia da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), mostrado na figura 9A, e com
protocolo descrito em (HAMILL et al., 1981). A figura 9B mostra a imagem ampliada

de um experimento com sua respectiva pipeta, sendo realizada no amplificador. A
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imagem de uma célula sendo perfurada por eletrodo para a respectiva medi¢ao é

mostrada na figura 10.

Figura 9 — A) Amplificador Multiclamp 700B no Departamento de Farméacia na Universidade
Federal de Santa Catarina - Nubiocel Lab.

B) Ima

Fonte: Autoria Prépria
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Figura 10 — Imagem de uma célula de Sertoli em cultura capturada sob um microscépio
invertido com aumento de 40x.

-

2um

Fonte: Danusa Menegaz

3.9.2.2Modelo Matematico Proposto por Alan Hodgkin e Andrew F. Huxley

Os estudos realizados por Hodkin e Huxley foram desenvolvidos em 1952, e
possibilitaram a construgdo de um modelo elétrico e matematico que reproduz

diversos fendmenos eletrofisioldgicos observadas em células excitaveis®. A figura 11

apresenta o circuito elétrico equivalente do modelo H-H.

Figura 11 — Circuito elétrico equivalente para o modelo proposto por Hodgkin e Huxley. Cm:
Capacitancia da membrana, Gna: Condutancia do canal de sédio; Gk: Condutancia do canal de
potassio; G.: Condutancia do canal referente as correntes de fuga; Ina: Corrente de sédio, k:
Corrente de potéassio; I.: Corrente de fuga; Vna: DDP dos canais de sédio; Vk: DDP dos canais
de potéassio; Vi.: DDP dos canais de fuga.

[

Cou T
Vita Ve — Vi
| |

Fonte: Autoria Prépria
Este modelo, conhecido como modelo H-H, considera as correntes ibnicas
devido as condutancias dos canais de Sddio Ina, canais de Potassio /k e as correntes
de fuga I, a equacgéo 1:

av
Ist:CmE+INa+IK+IL [A] (1)

1 As células de Sertoli, apesar de ndo serem células eletricamente excitaveis, possuem também
alguns canais dependentes de tensdo, como canais de Caélcio dependentes de tenséo (CCDT) e

canais de Potassio dependentes de tensédo (CPDT).
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Onde:

Ist = Corrente estimulatéria do circuito

Cm = Capacitancia da membrana

Vm = diferenga de potencial transmembrana

Ina = Corrente ibnica para os canais de Sodio

Ik = Corrente ibnica para os canais Potassio

I = Corrente i6nica de fuga

Cada corrente i6nica /i (i=Na, K), é relacionada com o potencial de membrana
Vm pela relagdo mostrada na equacgao 5 (HODGKIN; HUXLEY, 1952).

I; = Gm*hY (, — E;) [A] (2)

Onde m e h denotam parametros de probabilidade de ativagao e inativagao
dos canais de sddio e potassio respectivamente, e x e y a ativagdo das portas com
probabilidades m e h respectivamente.

Em uma célula excitavel, aplicando-se uma corrente estimulatéria /st, dada por
um pulso de corrente transmembrana, observa-se variagdo na diferenga de potencial
entre o interior e o exterior da célula, chamada de Potencial de Agéo - Vm,. No modelo
H-H esse PA é representado pelo somatério diferentes curvas, onde cada curva

representa a contribuigdo de um canal ibnico.
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4 METODOS
4.1 Modelo Matematico

O modelo matematico desenvolvido considera o fato das células de Sertoli
serem células eletricamente nao-excitaveis, isto €, ndo produzem potencias de acao.
Nestas células, a aplicagdo de um pulso de corrente despolarizante em estado
estacionario, ndo provoca potencial de agéo (JOFFRE; ROCHE, 1988b). Porém, como
mostrado amplamente na literatura (DO NASCIMENTO et al., 2020)(MENEGAZ et al.,
2016)(JOFFRE; ROCHE, 1988c)(LEITE, 1998), a aplicagdo de hormébnios
tireoidianos, provocam mudanga na diferenga de potencial entre o interior e o exterior
da membrana. Sendo assim, consideramos algumas hipdteses, e a mais compativel
com os experimentos realizados em laboratério, foi utilizada no modelo proposto.

O Horménio Foliculo Estimulante (FSH) provoca na célula de Sertoli de ratos
imaturos, uma resposta bifasica. Esta resposta € caracterizada por uma rapida
hiperpolarizagdo seguida de uma despolarizagdo (WASSERMANN et al., 1990). Em
nosso trabalho consideramos somente a fase hiperpolarizante do efeito hormonal,
pois segundo estes autores, a fase hiperpolarizante é atribuida as correntes outwards
(geradas pelos ions de Potassio).

Segundo (LEITE, 1998) o efeito do uso de tolbutamida (um bloqueador de
canais de K* sensiveis a ATP) no potencial de repouso de células de Sertoli, é de inibir
ambas as fases do efeito bifasico evocado pelo FSH, sugerindo que, ao bloquear a
saida de K* da célula, houve também a inibicdo da abertura dos canais de Calcio
dependentes de tens&o (CCDT) e o influxo de Na* na célula, bloqueando também a
acao despolarizante do horménio.

Considerando que a agédo do FSH ocorre através de um sistema de transporte
de aminoacido (DA CRUZ CURTE; WASSERMANN, 1985), e que o gradiente
transmembrana, que resulta da operacdo da Na*/K* ATPase, € usado como forca
motriz para captagdo de varios aminoacidos (PETERSEN; FINDLAY, 1987) foi
considerada a hipétese do FSH alterar o funcionamento desta bomba.

Uma modificacao no funcionamento da Na*/ K* ATPase, gera uma mudanga
no potencial de repouso da célula e, consequentemente, uma corrente ibnica devido
a esta mudanca, Ina-k. Consideramos o modelamento da Na*/K* ATPase e dos canais
CPDT, o qual utiliza como variaveis, as permeabilidades ibnicas para os ions de K" e

Na*. Estudos anteriores mostram que essa hiperpolarizacdo na membrana da célula
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esta relacionada a um aumento na permeabilidade do ion K* (LOSS; JACOBUS;
WASSERMANN, 2011)(WASSERMANN; LOSS, 2005) (JOFFRE; ROCHE, 1988b).

4.2 Modelamento dos Canais de Potassio Dependentes de Tensao

Os canais de potassio sdo formados por proteinas incorporadas na membrana
lipidica das células excitaveis e ndo-excitaveis. Tais canais de potassio exercem uma
variedade fung¢des bioldgicas (LI et al., 1993), e sdo responsaveis pela regulagao do
potencial de membrana. A regulagé&o ocorre pelo fluxo seletivo dos ions de potassio
através da membrana celular. Joffre e Roche (1988) observaram uma
hiperpolarizagdo (tensdo interna menos negativa em relagdo ao lado externo) de
membranas celulares induzidas por FSH. Este efeito foi relacionado a ativacédo das
correntes de K* (VOLPATO et al., 2004)(JOFFRE et al., 1988).

Foi realizado um estudo no qual os canais de potassio foram modulados para
investigar a fase de hiperpolarizagdo da resposta bifasica e o efeito do FSH sobre o
potencial de membrana das células de Sertoli de ratos imaturos. Nos baseamos na
teoria elaborada por Huxley e Hodgkin para formular as equac¢des utilizadas no nosso
modelo. Os parametros necessarios para o equacionamento foram obtidos nos
experimentos realizados pelo método voltage-clamp, no laboratério de Farmacia na
Universidade Federal de Santa Catarina, e analisados com Clampfit 10 (Molecular
Devices Corp., Sunnyvale, CA) e Origin 7.0 (Origin Lab Corporation, One Roundhouse
Plaza, Northamton, MA).

No modelo proposto para a célula de Sertoli, foram consideradas apenas as
correntes iGnicas hiperpolarizantes, isto é, aquelas dos canais de potassio
dependentes de tensao, Ik, e aquelas correntes idnicas da Na*/K* ATPase, INak, por
serem estas duas correntes responsaveis pelas respostas rapidas do PA. Devido ao
fato das células de Sertoli ndo serem células excitaveis, elas ndao reagem aos
estimulos elétricos direto (JOFFRE; ROCHE, 1988b), isto €, corrente elétrica (/st=0).
No entanto, elas respondem a aplicacdo de hormdnios, o que desencadeia uma
mudanga no potencial de repouso da célula. Essa mudanca no potencial de
membrana celular, induzida pela atividade hormonal, resulta na produgao de uma
corrente elétrica que, por sua vez, leva a abertura dos canais dependentes de tenséo.

Este processo pode ser descrito pela equacgao 3:

an,

Cmd_;n = —(Ix + Iyg-x) (3)
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Onde Vm € o potencial transmembrana, Ik € a corrente para canais de
potassio, INak € a corrente para Na*/K* ATPase e Cn € a capacitancia da membrana.
A Cn foi inferida a partir de dados experimentais pelo software Origin 7.0, presente no
Amplificador Multiclamp 700B.

A corrente ibnica de potassio Ik esta relacionada ao potencial de membrana V

pela relacdo mostrada na equacgao 7:

Iy = Ggn*™h? (V — Ex) [A] (4)

Onde, Gk € a condutancia ibnica maxima para o canal de potassio; o produto
n*hY séo as probabilidades de aberturas das portas dos canais (x porta ativando com
n probabilidade, e y porta inativando com h probabilidade)(RIHANA et al., 2009); Ex é
o potencial de equilibrio do ion potassio e foi obtido a partir das Equacdes de Nernst
para ions potassio, com Ex = 88,7 mV.

Considerando que os canais de potassio ndo estdo desativados nas células
de Sertoli, 0 parametro h nao foi considerado neste modelo.

O parametro n varia de acordo com:

dn __ (nep—n)
dt Tn

()

Onde ™ € a constante de tempo de ativacédo, e n- denota a ativagcdo em

regime permanente.

4.3 Modelamento da Na*/K* ATPase

Para a realizacdo do modelo foi considerado o modelo de enzimas para
bomba de Sddio e Potassio descrito por Chapman et al., (1983 e 1983a). Este modelo
descreve as propriedades eletroquimicas de um esquema de seis passos de reacoes
para Na*/K*-ATPase por simulagdo computacional. Este esquema €& mostrado na
figura 12, e os valores referentes aos dados da figura sdo mostrados na tabela 1.
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Figura 12 - Mecanismo de reagao para funcionamento da bomba eletrogénica Na*-K*. N; (i=1, 2,
..., 6) € 0 i-ésimo estado intermediario da reacado enzimatica. ATP, ADP e P; representam
trifosfato de adenosina, difosfato de adenosina e fosfato inorganico, respectivamente; [Na*]in,
[Na*]Jout, [K*]in, [K*]out referem-se as concentragoes ionicas de ions Na* e K* intra e
extracelulares, respectivamente; e ki e k. (i=1, 2....., 6) sdo as taxas de coeficiente foward e
reverse para ith passos.

3[Na*]n
ki k2
N1 - A > Ny - =~ N
/ k.1 k-2 ADP /
/ 2[K*]in
k3| ka
ks | ks
3NaJou
Pi
/ K-s ~ \ K-4 -~ ,
Ne < ™ N Ns =g e ~ N4
© AP 2[K*out

Fonte: Hernandez et al., 1989.

Tabela 1 - Valores de ATP, ADP usados por Chapman et al. (1983), os coeficientes de
Permeabilidade Pi, Pnao, Pxo, com ordem de magnitude encontrados por varios tecidos,
inclusive para células de Sertoli mostrado por Leite, (1998). Taxas de valores constantes para
funcionamento da Na*/K* ATPase (k; e k.i).

GRANDEZAS VALORES
Concentragdes de ATP, ADP e Pi ATP=0,00499 mol It

ADP=0,00006 mol It-!
P=0,00495 mol It

Permeabilidade |6nica do Sédio PNa20=5x107 cm s
Permeabilidade l6nica do Potassio Pko=1x107 cm s
Taxas constantes de Na*/K*-ATPase k1=2,5x10!" It3mol-3s-!
k-1=105 s
k2=10% s
k-2=10° It mol-'s™"
ks=172 s
k-3=102 s

ka=1,5x107 I2mol-2s""
k-4=2x10° It?mol-2s™!
ks=2x108 1t2mol-2s""
k-5=30 s’
ke=1,15x10% s~
k-6=6x108 It2Zmol-2s-!
Fonte: Hernandez et al., 1989.

Este modelo, utilizado para analisar o transporte de Na* e K* por simples
difusdo através da membrana plasmatica, foi baseado em um modelo cinético
proposto para estudar a influéncia das enzimas eletrogénicas no potencial de
membrana celular (HERNANDEZ; FISCHBARG,; LIEBOVITCH, 1989).
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4.4 Implementacao do Modelo

O modelo foi implementado com o software MATLAB®, e foi utilizado a funcao
‘ode45’ para solugao das equacdes diferenciais usadas no modelo.

O computador utilizado foi da marca Acer, modelo Aspire 4830T-6605;
processador Intel Corel 15 — 2450M, 2,5 MHz, 8Gbytes de memadria RAM e 750GB de
armazenamento interno. Sistema operacional original Windows 7 e instalado Linux —
Ubuntu, para utilizacdo do software G3Data, para captacdo de pontos em curvas
encontradas nas figuras de artigos ou outros documentos usados para este

modelamento.



41

5 RESULTADOS
5.1 Anadlise Matematica dos Canais de Potassio Dependentes de Tensao

Na fase de hiperpolarizacdo os canais de potassio dependentes de tensao
foram modelados com base na teoria de Hodgkin e Huxley. De acordo com as curvas,
obtidas por meio do experimento de voltage-clamp em células de Sertoli, p6de-se
observar que estes canais nao apresentam inativacdo. Portanto, para este
modelamento, apenas os parametros de ativagao serdo utilizados. Sendo assim, a
corrente Ik para os canais de Potassio em células de Sertoli de ratos imaturos, torna-

Se:

Iy = Gyn*(V,, — Ex) (6)

Onde Gk é a condutancia maxima do canal ibnico; x € o numero de portas
ativando com m probabilidade de ativagao; Vm € o potencial transmembrana da célula
e Ex é o potencial de equilibrio para os canais de potassio. A curva IxV dos canais de
potassio na figura 13 fornece valores para calcular Gk=0,2 mS/cm?.

5.1.1 Curva de Ativacdo em Regime Permanente (n-)

A curva de ativagdo em regime permanente € representada pela equagao de

Boltzmam, dada por:

Ny — W (7)

1+e
Onde:

n- = é a probabilidade de ativagdo em regime permanente;

Vm = € o potencial transmembrana da célula;

V12 = € o0 potencial de membrana em que a probabilidade de ativagao € de
50%;

X = é ainclinacéo da curva de ativagao.

A curva de ativagdo em regime permanente obtida pelo método de voltage
clamp, para a célula de Sertoli € mostrada na figura 13. O valor de V1,2 € dado como
o valor de tensao equivalente ao meio do eixo de corrente. E o valor de X é o valor de
inclinagao da curva (YOSHINO; WANG; KAO, 1997). A curva de regime permanente

apresentada na figura 14 foi obtida pela razdo de cada valor de condutancia, na sua
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respectiva tensdo, pelo valor maximo de condutancia G, = 4,915 (Eq. 8), calculado

pela curva IxV (Figura 13):

Ny —

(8)

D
=

A condutancia Gk é calculada para cada valor de / e V mostrados da curva,
usando a relagdo (B. HILLE, 1992):

G = (VKiI:/Ko) ©)

Os valores de tensao usados no calculo sdo os resultados da diferenga entre
as tensdes do ponto a ser calculado e o valor de tensao para o qual a corrente € nula
e (Vk-Vko).

Figura 13- Curva IxV, obtida experimentalmente, pelo método voltage clamp e utilizada para
obtencao da curva de ativagdo em regime permanente para os canais de Potassio.
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Fonte: Autoria Propria
Considerando os valores obtidos da curva /xV para os canais de Potassio das

células de Sertoli, o valor de V12 fica em aproximadamente -7 mV e o valor de X~ -
90mV.
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Figura 14 - Curva de estado estacionario, onde Vi, é aproximadamente -7 mV e X~ -90 mV.
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Fonte: Autoria Propria

5.1.2 Célculo dos valores da Constante de Tempo de Ativagao (t-)

No laboratério da Universidade Federal de Santa Catarina, utilizou-se o

método de voltage clamp, para obter uma familia de curvas /xt, em resposta a pulsos

retangulares de tensdo. Esses pulsos representam a faixa de ativagao e inativagao

dos canais. Observou-se que, nas respostas aos canais de Potassio em células de

Sertoli, apenas os transitorios de ativacao eram evidentes. A corrente permaneceu

constante durante todo o periodo de gravagao, sem a ocorréncia de inativagéo desses

canais. A figura 15 apresenta uma dessas familias de curvas, com seus transitorios

de ativagao.



44

Figura 15 - Familia de curvas Ixt, cada curva é uma resposta a um pulso de tensdo. Curvas
obtidas em células de Sertoli de controle, através do método de voltage clamp.
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Fonte: Autoria Prépria

Para uma familia de curvas Ixt, existe uma familia de equacdes exponenciais,
cada qual com sua constante de tempo. Estas curvas foram adquiridas em software
MATLAB®, e com a ferramenta cftool foram encontradas as equagdes para cada uma
delas.

Estas curvas foram ajustadas para a equagao exponencial:

i\ 2

Le=1, (1 - ea) oA (10)

Onde:

Ik=Corrente para os canais de potassio;

Im=Corrente transmembrana da célula e

~-=Constante de tempo de ativagao.

Encontrados os valores de -, foi tragada a curva mostrada na figura 16. Para
esta curva, utilizando a ferramenta cffool do software Matlab®, pode-se encontrar a
equacdo da constante de tempo de ativacdo 7 em funcdo do potencial

transmembrana Vm, dada pela equacao 11.

Teo = (0.2451e72466V ¢ 1) (11)
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Figura 16 - Constantes de tempo relativas aos transitorios das curvas de corrente.
1,45
1,4 [

1,35 F

=
[
T

1,25 } .

=
N
T

o

1,15 F ®.

[y
~
=
T

[ ]

1,05 | ° °

Constante de Tempo de Ativagdo (ms)

-20 0 20 40 60 80

Potencial de Membrana (mV)

[y
3

Fonte: Autoria Propria
5.2 Corrente da Bomba Na*/K* dependente de ATP

A corrente ibnica INnak devido ao transporte enzimatico mediada pela Na*/K*

ATPase € dada por:

Ina—k = _(IpNa + IpK) (12)
Onde

Iowa = FPya {[Na*Tie G - [Na,e (") (13)
e

I = Py {1141, (G — 110, e 57} (14)

Pna € Pk séo os coeficientes de permeabilidade para os ions de Na* e K*,
respectivamente. A variavel R é a constante universal dos gases; T € a temperatura
na escala absoluta e F é a carga elétrica por mol de elétrons. [Na*]e € a concentragao
externa de ions sodio; [Na*]i € a concentragao interna de ions sodio; [K*]le € a
concentracio externa de ions potassio; [K*]i € a concentragao interna de ions potassio.

Esses valores sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valores de concentragdes idnicas, Constantes Universal dos Gases, Temperatura e
Carga Elétrica por mol de Elétrons, usados na equagao das correntes idnicas de Sédio e
Potassio para Na*/K* ATPase.

GRANDEZAS VALORES
Constante Universal dos Gases (R) 8.315 J K mol!
Temperatura (T) 298.2 K (25 °C)
Carga Elétrica per mol de elétrons (F) 96485 C mol-!
Concentragao Externa dos ions de Sédio [Na']e 140 mM
Concentragéo Externa dos ions de Potassio [K*]e 4.5 mM
Concentragao Interna dos ions de Sédio [Na*]; 10 mM
Concentragéo Interna dos ions de Potassio [K*]; 145 mM

Fonte: Hernandez et al., 1989.

Os coeficientes de permeabilidades ibnicas usados, sdo descritos em
(HERNANDEZ; FISCHBARG; LIEBOVITCH, 1989), como:

Pnay(ZnaFVin/RT)
PNa = e(zNaFVm/;R )—e(—ZNaFVm/ZRT) (15)
e
Pk (ZKFVm/RT)
Py = e(ZKFVm/ZORT)_e(—zKFVm/ZRT) (16)

Os valores de zna € zk representam a valéncia dos ions de Sédio e potassio
respectivamente e, Pnao € Pko, 0s valores para os coeficientes de permeabilidade dos
ions de Sdédio e Potassio quando Vm=0, dados por (B. CHAPMAN, E. A. JOHNSON,
J. M. KOOTSEY, 1983).

Considerando a potencial de repouso da célula de Sertoli sendo Vm=-37,65mV
(WASSERMANN et al., 1990), e utilizando as Equagdes 15 e 16, obtemos os valores
de permeabilidade aos ions sbdio e potassio.

Diferentes concentragbes hormonais causam variagbes nos valores de
permeabilidade celular (Pxo e Pnao). Assim, variagdes na concentragdo hormonal
aplicada a célula levam a alteragdes na corrente da bomba Na*/K* dependente de
ATP, abrindo os canais Kv. Como exemplo, o modelo foi aplicado a diferentes valores
de permeabilidade celular, o que na pratica seria causado por alteragdes na
concentracdo do horménio FSH, pois o aumento na concentracdo de FSH leva a um
aumento na permeabilidade idnica celular ao potassio e ao sédio. Resultado similar
foi encontrado por (JOFFRE; ROCHE, 1988d).

Neste modelo os resultados foram obtidos para diferentes niveis de FSH, os
quais causaram variagdes na permeabilidade dos ions de Potassio da membrana
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celular. Essas variacdes por sua vez, afetam a diferenca de potencial da membrana,
fazendo com que a Na*/K* ATPase atue na abertura dos Canais de Potassio
Dependentes de Tensao (CPDT). O potencial de membrana em fungao do tempo para
trés niveis de concentracdo de FSH em fungdo do tempo e mostrado no grafico da

figura 17.

Figura 17 - Curvas obtidas pelo modelo matematico, considerando valores de 2, 3 e 4mU/ml
respectivamente, para resposta hiperpolarizante devido aos canais de Potassio.
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Curva Simulada com 4mU/ml FSH

Fonte: Autoria Propria

Para validagédo dos dados foram utilizados valores obtidos experimentalmente
por (WASSERMANN et al., 1990) e comprovados por (LOSS; JACOBUS;
WASSERMANN, 2007), onde sao mostradas curvas com a diferenga de potencial em
relacdo ao tempo (Vxt), para diferentes valores de FSH, 2 mU/ml, 3 mU/ml ,4mU/ml e
3mU/ml com uso de Verapamil, o qual inibe os canais despolarizantes, mostrando
somente a resposta hiperpolarizante provocada pelos canais de Potassio.

Considerando que, experimentalmente em Wassermann et al. (1992),
somente a curva com 3mU/ml de FSH foi adquirida com a utilizagado de Verapamil, o
qual bloqueia o efeito despolarizante da célula, podemos comparar 0 nosso modelo
com canais hiperpolarizantes somente com esta curva. Neste caso as curvas ficaram
muito proximas, por nao ter sido considerado neste modelamento os canais de Calcio

encontrados nas células de Sertoli. Essa comparagao € mostrada na figura 18.
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Figura 18 - Curva experimental obtida com valor de 3mU/ml de FSH e com a presenca de
Verapamil, comparada a curva modelada para o mesmo valor de FSH.
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Para fins comparativos, os dados simulados com o modelamento proposto
foram ajustados para os valores de tensao hiperpolarizante das curvas de potencial
transmembrana total, isto €, sem a utilizacdo de bloqueador. A figura 19 mostra o
comparativo entre as curvas modeladas e experimentais para células submetidas a:
A) 2mU/ml de FSH; B) 3mU/ml e C) 4mU/ml.

Figura 19 - Curvas experimentais simuladas, comparadas as curvas modeladas para valores de
A) 2mU/ml de FSH na célula; B) 3mU/ml e C) 4mU/ml.
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As equacgdes baseadas no modelo de Hodgkin e Huxley utilizadas para
obtencdo destes resultados foram encontradas através de curvas obtidas
experimentalmente. Para cada equacgdo, foram Ilevantadas varias curvas
experimentais, com mesmas caracteristicas, como a idade celular entre 4 e 11 dias.
E as equacgbes usadas foram encontradas pela média de quatro curvas com
caracteristicas semelhantes, com ratos de 4 dias de idade. Apesar dos ratos usados
em (WASSERMANN et al., 1990), serem de 16 a 20 dias de idade, os resultados se
mostraram bem proximos, ndo sendo qualitativamente nem quantitativamente

afetados.
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6 DISCUSSAO

Os resultados encontrados por Wassermann et al. (1992) foram obtidos em
células de Sertoli localizadas dentro de tubulos seminiferos inteiros, no entanto as
curvas usadas neste modelo foram derivadas de células de Sertoli isoladas, obtidas
por meio de uma digestao enzimatica sequencial, conforme descrito por Dorrington et
al. (1975). Apesar de algumas variaveis, como potencial de repouso e resisténcia
elétrica transmembrana da célula, poderem ter seus valores alterados com o
isolamento das células, 0 modelo que se baseia nos mecanismos comuns descritos
por varios autores, mantém seus padrdes qualitativos inalterados.

Joffre & Roche (1986) encontraram um potencial de repouso de -21,6 £ 0,2
mV em células de Sertoli de ratos imaturos com periodo de cultura variando entre 3 e
7 dias, isoladas por tratamento enzimatico. Ja em Loss et al. (2011), foram usadas
células de Sertoli em tubulos seminiferos mais negativos, -35 mV. Estudos feitos por
(WASSERMANN et al., 1992b), em células em tubulos seminiferos enriquecidos com
15 dias, foram encontradas médias de potencial de repouso entre -44 + 0,5 mV. Os
experimentos usados neste modelamento usaram células isoladas por tratamento
enzimatico, com ratos imaturos de 4 a 11 dias, com potencial de repouso médio de -
37,5 mV. Todos estes diferentes trabalhos mostram que dependendo da idade dos
ratos usados nos experimentos, o tipo de cultura de células, entre outras variaveis,
pode mudar o valor do potencial de repouso destas células. Porém, este modelamento
tem facil adaptagao aos valores de potenciais de repouso, pois o valor do potencial de
repouso da célula & considerado como tensao inicial para o calculo da curva do
potencial transmembrana.

Joffre & Roche (1986) encontraram um potencial de repouso de -21,6 £ 0,2
mV em células de Sertoli de ratos imaturos com periodo de cultura variando entre 3 e
7 dias, isoladas por tratamento enzimatico. Ja em Loss et al. (2011), foram usadas
células de Sertoli em tubulos seminiferos mais negativos, -35 mV. Estudos feitos por
(WASSERMANN et al., 1992b), em células em tubulos seminiferos enriquecidos com
15 dias, foram encontradas médias de potencial de repouso entre -44 + 0,5 mV. Os
experimentos usados neste modelamento usaram células isoladas por tratamento
enzimatico, com ratos imaturos de 4 a 11 dias, com potencial de repouso médio de -
37,5 mV. Todos estes diferentes trabalhos mostram que dependendo da idade dos

ratos usados nos experimentos, o tipo de cultura de células, entre outras variaveis,
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pode mudar o valor do potencial de repouso destas células. Porém, este modelamento
tem facil adaptacao aos valores de potenciais de repouso, pois o valor do potencial de
repouso da célula & considerado como tensao inicial para o calculo da curva do
potencial transmembrana.

Joffre & Roche (1986) encontraram um potencial de repouso de -21,6 £ 0,2
mV em células de Sertoli de ratos imaturos com periodo de cultura variando entre 3 e
7 dias, isoladas por tratamento enzimatico. Ja em Loss et al. (2011), foram usadas
células de Sertoli em tubulos seminiferos mais negativos, -35 mV. Estudos feitos por
(WASSERMANN et al., 1992b), em células em tubulos seminiferos enriquecidos com
15 dias, foram encontradas médias de potencial de repouso entre -44 + 0,5 mV. Os
experimentos usados neste modelamento usaram células isoladas por tratamento
enzimatico, com ratos imaturos de 4 a 11 dias, com potencial de repouso médio de -
37,5 mV. Todos estes diferentes trabalhos mostram que dependendo da idade dos
ratos usados nos experimentos, o tipo de cultura de células, entre outras variaveis,
pode mudar o valor do potencial de repouso destas células. Porém, este modelamento
tem facil adaptagao aos valores de potenciais de repouso, pois o valor do potencial de
repouso da célula é considerado como tensao inicial para o calculo da curva do
potencial transmembrana.

O modelo que desenvolvemos para as células de Sertoli pode ser adaptado
para estudar o efeito de outros hormdnios nestas células. Isso porque as
caracteristicas fisicas, como canais ibnicos presentes parecem semelhantes. O que
devera ser analisado, em trabalhos futuros, € onde a aplicagdo desses horménios
afetara na célula, podendo abrir ou ndo diferentes canais idnicos.

Este trabalho considerou apenas o efeito de um horménio (FSH), e apenas a
corrente i6nica do Potassio, por ser um primeiro modelamento de células de Sertoli,
as quais sao células ndo excitaveis. A descricdo do modelamento deste tipo de célula,
na literatura é muito limitado, o que dificulta o entendimento do mesmo. Porém, os
resultados ficaram muito proximos dos resultados obtidos experimentalmente, isso
auxiliara no modelamento de outros canais ibnicos e para diferentes efeitos hormonais
nestas células em trabalhos futuros. O modelamento destes efeitos hormonais sobre
as células pode auxiliar no melhor entendimento sobre os canais ibnicos atuantes
nelas. Conhecer quais e como atuam na membrana plasmatica da célula e como
podem modificar seu potencial transmembrana. Apesar destas células ndo possuirem

potencial de acdo, como as células excitaveis, uma alteracdo no seu potencial
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transmembrana com aplicacdo hormonal, modificam a conformacdo dos canais
dependentes de tensao, gerando correntes que podem ser modeladas pelo conhecido

Modelo H-H. Isto faz com que este modelo possa ajudar a predizer outras mudangas
nao obtidas experimentalmente.
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7 CONCLUSAO

Até onde sabemos este estudo € uma primeira proposta de um modelo
matematico para prever a resposta rapida das células de Sertoli a estimulagao
hormonal. O modelo proposto mostra o envolvimento de canais de potassio e bomba
eletrogénica de Na*/K* na hiperpolarizagdo das células de Sertoli. O modelo é
consistente com resultados experimentais obtidos em estudos anteriores. O
conhecimento dos efeitos do FSH nas alteragdes idbnicas na membrana celular de
Sertoli é essencial para a compreensao do papel hormonal na reprodugdao masculina.

O modelo matematico dos canais de K* desenvolvido nesse trabalho alcangou
as expectativas, comportando-se similarmente as medi¢des realizadas fisicamente
nas células de Sertoli em laboratério, através do método panch-clamp.

Muitos outros modelos devem ser desenvolvidos para esta célula,
considerando outros tipos de horménios atuantes e outros tipos de canais idGnicos.
Assim como, os canais de Sodio, presentes na Na*/K* ATPase, e os canais de Calcio
e Sodio dependentes de tensao, responsaveis pela fase despolarizante da resposta
bifasica para a diferenga de potencial transmembrana, que podem ser modelados com
as equacodes do modelo H_H.
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8 IMPACTO DO TRABALHO

O Modelo Matematico permite caracterizar um alvo molecular especifico de
interesse terapéutico. Pois em experimentos in silico, consegue-se estudar cada canal
isoladamente, sem a presencga de outros canais, farmacos ou hormonios. Este estudo
de canais isolados facilitam o desenvolvimento de farmacos que possam atuar em um
alvo preciso, o que favorece o direcionamento terapéutico.

O conhecimento do comportamento dos canais i6nicos e trocadores em
células de sertolli é crucial para o tratamento da infertilidade masculina, pois estas
células s6 se multiplicam até a puberdade, e o seu funcionamento interfere na
proliferagdo das células germinativas para o toda vida adulta. A transposi¢cao desse
conhecimento para um modelo matematico, € o inicio do desenvolvimento de uma
ferramenta computacional, que pode auxiliar pesquisadores em estudos in silico,
mitigando o uso de insumos, cobaias, hormbnios e equipamentos para pesquisa in

vitro.
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