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RESUMO: As células de Leydig produzem e secretam testosterona, num processo controla-
do pelo Hormdnio Luteinizante (LH) e modulado através de diversos fatores. O trifosfato de
adenosina (ATP), no meio extracelular, tem se constituido num novo modulador do processo,
atuando via ativagdo de receptores purinérgicos. Neste trabalho, a técnica de “patch-clamp” foi
utilizada para detectar e caracterizar as correntes ibnicas, induzidas pela ativagdo desses recep-
tores, em células de Leydig, isoladas a fresco, de testiculos de camundongos. A adicdo de ATP ao
banho levou ao surgimento de uma corrente orientada para dentro, em potenciais hiperpolarizantes.
A amplitude da corrente é dependente da dose de ATP, para cada nivel de potencial aplicado a
célula, e apresenta dessensibilizagédo para doses acima de 60 uM. A relacdo corrente-voltagem é
fortemente retificada na direcdo de potenciais hiperpolarizantes e apresenta um potencial de re-
versdo préoximo de zero mV, indicando uma via de baixa seletividade a cations. Esses resultados
vém confirmar a presenca de receptores purinérgicos em células de Leydig, muito provavelmente
pertencentes a familia P2X.

UNITERMOS: Adenosina Trifosfato. Receptores Purinérgicos. Técnicas de Patch-Clamp.
Células de Leydig.

1- INTRODUCAO Uma nova fungéo para essa molécula seria a de atuar,
também, como horménio, secrec¢ao autdcrina ou para-
As células de Leydig produzem e secretam tesrina, agindo em receptores especificos de membrana,
tosterona em mamiferos, sendo controladas essenportanto, a partir do meio extracelular. O primeiro a
cialmente pelo hipdfise, via Hormonio Luteinizantesugerir isso foi Burnstoék, baseado em observacdes
(LH). Vérias substancias regulam o processo, havesnde o ATP, ou moléculas resultantes do seu catabo-
do evidéncias recentes de que o ATP também atudri&mo, como o difosfato de adenosina (ADP) ou ade-
como modulador do mesr#b nosina, induziam algum tipo de sinalizacdo em jun-
Classicamente, o ATP é tido como de importargdes sinapticas, que ele denominou de transmissao
cia fundamental em muitos processos intracelulard¢ANC (Nao-Adrenérgica Nao-Colinérgica). Esse efei-
como no metabolismo energético, na sintese de acidose faria através da ligacdo das moléculas a recep-
nucléicos e na regulacédo de atividades enzimaticésresespecificos, que ele denominou de “receptores
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purinérgicos”, e reconhecidamente presentes em 232 Eletrofisiologia
riostipos celulares. Com base em suas propriedades  aq medidas de correntes foram feitas utilizan-

farmacoldgicas e moleculares, os receptores puringp_se micropipetas de vidro, para conectar a célula em
gicos tém sido agrupados em duas grandes faffifliasstudo ao sistema eletranico (EPC-7 — Patch Clamp
a P2X (canais ionicos, ativados por ligantes) € a P2Ampiifier- List Medical). Asmicropipetas foram feitas
(receptores de membranas, acoplados a proteina Spartir de capilares de vidro borossilicato, estiradas em
Dentro de uma mesma familia, 0s subtipos seriam Ny estirador vertical de dois estagios e possuiam resis-
merados em ordem crescente conforme fossem seRsigria entre 03 e 100 quando preenchidas com a solu-
clonados. G&o descrita abaixo. As correntes @xs foram medi-

Em células de Leydig de ratos, Foresta & al.qas na configuracso “whole-cell” da técnica de “patch-
verificaram que o ATP induz um aumento na prodigiamp™®). Nos experimentos, utilizamos, basicamente,
cao e secrecao de testosterona de forma dependeni@gigprotocolos de voltagens. No primeiro, ap6s o selo
dose e do tempo de incubagdo. Os efeitos maximes sido estabelecido, a célula era submetida a um po-
observados ocorriam com uma concentragao de Afdhcial de — 60 mV, constante ao longo do tempo
de 100uM e ap6s um tempo de incubacdo de tr§holding). No segundo, aplicou-se uma “rampa” de
horas. Esse fendbmeno € subsequente a um aumesmfitagem entre —100 e +100 mV, num tempo de dois
na concentracao intracelular de calcio, recrutadegundos, obtendo-se, assim, uma relagcdo corrente-
tanto de estoques intracelulares como do meio extiditagem. As respostas de corrente foram armazena-
celular. Resultados semelhantes foram descritos paegs em um microcomputador, com auxilio de uma pla-
células de Leydig de camundongos, em 1996, por Perea-de conversao analdgica e digital (Labmaster TL-1;
Armendariz etal., que observaram, ainda, ser o efegon Instruments) e analisadas “off-line” por progra-
do ATP inibido por suramirf. Neste trabalho, utili- mas adequados (Pclamp 6.0; Axon Instruments).
zamos a variante “whole cell” da técnica de “patc
clamp” para detectar e caracterizar as correntes
nicasinduzidas pelo ATP em células de Leydig de ca-  As células de Leydig foram banhadas por solu-
mundongos. Nossos resultados demonstram que o A& de Hank, cuja composicdo € a seguinte (mM): NaCl
induz uma corrente com forte retificacdo em poted45,0; KCl 4,6; CaGl1,6; MgCl, 1,13; D-glicose 10,0;
ciais hiperpolarizantes, carreada esssencialmente p$aHCQ, 5,0; HEPES 10,0. pH = 7,4 ajustado com
cations. Essa corrente apresenta um potencial de N&OH. A camara foi perfundida, continuamente, com
versdo ao redor de zero mV, sugerindo que a via @€sa solucdo a um fluxo de aproximadamente 1 ml/min.
permeagédo n&o discrimina entre os véarios cations A micropipeta foi preenchida com a seguinte
presentes no meio intra e extracelular. Tais correnf@ucdo (mM): KCI 150,0; MgGI1,0; HEPES 10,0;
s30 bloqueadas por suramina. Esses achados sugdr@fb 0,775 ; EGTA5,0; ATP 3,0; pH ajustado para

que os receptores presentes nessas células sejanf-@¢om KOH. o o )
tipo P2X. ATP (N& ,-ATP) foi aplicado as células atraves

de um sistema de superfusdo com capilares de vidro
, (0,6 mm de diametro), posicionados a uma distancia
2- MATERIAIS E METODOS de aproximadamente 1Q0n sobre as células, e um
5 fluxo ao redor de 7QL/min.
2.1 Célul
cuas _ _ i As drogas e sais utilizados foram adquiridos da
Os experimentos foram realizados em celulaggma Chemical Company (USA), as solucdes foram

de Leydig de camundongos suicos, com idade ao re@gtas com agua milli-Q (Millipore) e os experimentos
de 45 dias. As células foram isoladas, mecanicamenigalizados a 25 +°C.

por processos de inje¢éo/sucgdo, com o auxilio de uma

seringa e agulha, contendo solucédo de Famkpds <

serem semeadas sobre laminulas de vidro, onde a:?zl'e-RESULTADOS E DISCUSSAO

rem, as células séo transferidas para uma camara de A Figura 1 mostra resultados de um experimento
acrilico, de volume aproximado de 300, montada em que a célula teve sua voltagem fixada em-60 mV e
sobre a platina de um microscépio de fase, invertidoATP foi aplicado nos tempos indicados. Como se
(Nikon-TMD) para a realizac¢éo dos registros eletrofpode observar, ha o aparecimento de uma corrente ori-
siologicos. entada para dentro da célula, cujaplitnde é de-

3 Solugdes e Substancias Quimicas
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pendente da dose de ATP aplicada. As correntes pés-CONCLUSOES
suem uma amplitude relativamente grande (600 pA de
pico, com ATP 10QuM), principalmente se levarmos Esses resultados vém confirmar, eletrofisiologi-
em consideracao que as células de Leydig possuemadimente, a presenca de receptores purinérgicos em cé-
ametro ao redor de 18n. O efeito do ATP é plena- lulas de Leydig, fato inédito na literatura. A ativagéo
mente revertido, quando se retira a droga do banlims mesmos provoca o surgimento de uma corrente
Outra observagao interessante diz respeito ao padrévficadora para dentro em potenciais hiperpolarizan-
temporal da reposta. Aparentemente, existe um cotas, demonstrando uma dependéncia de voltagem. O
ponente de dessensibilizacdo, que € visto apdsnesmo padrao de corrente ja foi observado em varias
atingimento de um pico, num tempo de alguns segumitras célula€’'?. A amplitude da corrente é influen-
dos. Tal componente de dessensibilizacdo é mais acegiada pela dose de ATP utilizada, visto que a corrente
tuado com concentra¢des maiores de ATP, como pddduzida por 10QuM ATP é significativamente maior
ser visto nos registros da Figura 1. do que a ativada por 3M. Um outro aspecto que

A Figura 2 mostra arelacao corrente-voltagetambém aponta para isso € o aparente componente de
para uma célula exposta a 100l de ATP, situacdo dessensibilizagdo que se torna mais evidente em doses
em que se aplicou uma rampa de voltagem, entrenaiores de ATP, o que esta de acordo com o observado
100 mV, 5 segundos apds a aplicagdo da droga, quam outros tipos celularés.
do o efeito do ATP esta em seu nivel maximo. Obser-  Todas as observagdes anteriores, somadas, nos
va-se, claramente, a presenca de uma corrente dewvam a conclusdo de que a provavel classe de re-
retificacdo para dentro, em potenciais negativos. €ptoregresentes naquelas células seja a dos recep-
potencial de reversao da corrente estd em torno de zeres P2X (canais catibnicos néo seletivos), como mos-
mV. Esses dados nos levam a sugerir que se tratatrdelo para outras célul&s!®) Estudos complementa-
uma corrente carregada por cations, porém néo seletis estdo sendo realizados no sentido de se confirmar
vamente, e dependente de voltagem. tal hipotese.

oo ATP Lavagem

' l

Corrente (pA)

MOTTE " 15 2 25 30 35 4o 45
Tempo (s)

Figura 1: Correntes induzidas pelo ATP em células de Leydig. O potencial foi mantido em —60 mV e a aplica¢do da droga esta
indicada pelas setas. A resposta maior refere-se a 100 uM de ATP (curva Il) e a menor a 30 uM (curva l). Os efeitos séo
revertidos pela retirada da droga do banho.
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Figura 2 - Relacdo corrente contra voltagem para uma célula submetida ao protocolo de rampa 5 segundos ap6s a aplicagéo de

ATP. (O) corrente obtida antes da adicdo de ATP; (®) corrente obtida apoés adicdo de ATP 100 uM. Potencial de reversédo
préximo de zero mV.

PONTELLI EP; AGUIAR JF & VARANDA WA. lonic currents induced by ATP in Leydig cells. Medicina, Ribei-
rdo Preto, 33: 136-140, apr./june 2000.

ABSTRACT: Leydig cells are responsible for the production and secretion of testosterone.
They are controlled by the Luteinizing Hormone (LH) in a process modulated by several substances.
Recently, adenosine triphosphate (ATP) was found to be another modulator, acting through the
activation of purinergic receptors. In this paper we used the patch clamp technique in order to
detect and characterize the ionic currents induced by extracellular ATP in Leydig cells freshly
isolated from mice testis. Addition of ATP to the bathing solution induces an inward current strongly
rectifying at hyperpolarizing potentials. Such current is dependent on the doses of ATP and shows
an apparent desensitization for ATP concentrations higher than 60 pM. The |-V plot reveals a
reversal potential around zero mV, indicating a non-selective cation current. These results confirm,

from an electrophysiological point of view, the presence of purinergic receptors in Leydig cells,
probably of the P2X type.

UNITERMS: Adenosine Triphosphate. Receptors, Purinergic. Patch-Clamp Technigues. Leydig Cells.
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