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SARAIVA, K. L. A. Avaliacdo dos efeitos do inibidor de fosfodiesterass (sildenafil)
sobre células de Leydig e espermatozoéides de camondos Tese (Doutorado em Saude
Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaesla€éo Oswaldo Cruz, Recife, 2010.

RESUMO

O inibidor de fosfodiesterase-5 (PDE5), Sildena&ilyma nova abordagem de tratamento oral
para a hipertensdo pulmonar. O esquema terapéeticolve a administracdo de doses
elevadas diariamente e, até o momento, se des@rshecdo desta droga sobre células
germinativas. Uma vez que as células de Leydigudaseperitubulares apresentam a PDEDS5,
este estudo foi conduzido para investigar os efaito tratamento cronico com Sildenafil
sobre as células de Leydig e espermatozéides denckomgos. Apds 0 ensaio experimental,
células de Leydig e espermatozoéides foram anaksgubw procedimentos morfolégicos,
imunocitoquimicos e moleculares, e a testosteronsoro foi avaliada por radioimunoensaio.
Inimeras alteracdes foram observadas ap0s o tnatan#es células de Leydig apresentaram
modificacdes ultra-estruturais, tais como REL wésic grandes vacuolos distribuidos no
citoplasma, goticulas de lipidio claras, mitocoasltilatadas e circulos concéntricos de REL
com vesiculas na periferia, que sédo caracteristipams de células secretoras de esteréides
ativadas. Os espermatozoides apresentaram mite@dndacuolizadas. Um aumento na
expressdo da StAR, P450 testosterona, GCs, PKA e PKGI foi detectado ra@slas de
Leydig. As sintases de Oxido nitrico ndo foram cleigas nas células de Leydig pela técnica
de western blot. Nos espermatozoéides, a imunodittiga revelou uma diminuicdo na
expressdo da GCs e PKA, mas nenhuma alteracéo ntagéa foi observada para a PKG.
Nenhuma mudanca significativa foi observada nosipatros de motilidade, viabilidade,
integridade de acrossoma e DNA de espermatozoiddgionalmente, os niveis de
testosterona no soro tornaram-se aumentados apetso gsemanas de tratamento. Os
resultados do presente estudo sdo consistentea bgmtese de que a acumulacédo de GMPc,
pela inibicdo da PDE5, e a ativacdo de suas vigendientes estariam envolvidas na
estimulacao da biossintese de androgénio e mudasgasmaticas.

Palavras-chave:Células intersticiais do testiculo — ultra-estraflEspermatozoides — ultra-
estrutura, Inibidores de Fosfodiesterase, Testmsder biossintese.



SARAIVA, K.L.A. Evaluation of the phosphodiesterase-5 inhibitor eéicts on mouse
Leydig cells and spermatozoaThesis (Doctorate in Public Health) — Centro dsdRisas
Aggeu Magalhdes, Fundacédo Oswaldo Cruz, Recifé).201

ABSTRACT

The phosphodiesterase-5 (PDES5) inhibitor, Sildénefia novel, orally treatment approach

for pulmonary hypertension. The therapeutic schepraprises the daily administration of

elevated doses and, until now, its action is unknofince Leydig and peritubular cells

present PDES5, this study was conducted to investigee effects of the chronic treatment
with Sildenafil (25mg/kg) on mal8wniss Webster mice Leydig cells and spermatozoa. After
long experimental design, Leydig cells and sperawdowere analyzed by morphological,

immunocytochemical and molecular procedures, andnseestosterone was assayed by
radioimmunoassay. Numerous alterations were obdeafer the treatment. Leydig cells

presented ultrastructural modifications, such agesicular SER, large vacuoles scattered
through the cytoplasm, bright lipid droplets, egkd mitochondria with discontinue cristaes
and whorles membranes with vesicles at the pernyphérich are typical characteristics of an

activated steroid-secreting cell. Spermatozoa emtesl vacuolated mitochondria. An

augmented expression of StAR protein, P450sccodesbne, GCs, PKA and PKGI was

detected in isolated Leydig cells. Nitric oxide #hases was not detected by western blot
technique. In spermatozoa, the immunocytochemistrgaled a diminished expression of the
GCs and PKA, but none labeling alteration was akesefor PKG. No significant changes in

motility, viability, integrity of acrossome and DNAvere observed in spermatozoa. In

addition, testosterone levels increased afterrreat for four weeks. The results obtained in
the present study are consistent with the hypahest the accumulation of cGMP, by PDES5
inhibition, and activation of its dependent pathwagould be involved in the androgen

biosynthesis stimulation and spermatic changes.

Palavras-chave:Interstitial cells from testicle — ultrastructu®permatozoa — ultrastructure,
Phosphodiesterase Inhibitor, Testosterone — bibsygig.
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1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

As PDEs compreendem 11 familias distintas de erz{RE1-PDE11) que inibem a
atividade dos segundos mensageiros nas célulakigimlisarem a ligacao fosfodiéster do
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e do mosfafo de guanosina ciclico (GMPc).
Estes sdo importantes reguladores intracelularebvéesos processos, tais como motilidade
do musculo liso, homeostase de eletrélitos, sinaigoendocrinos e fototransducao retinal.
Os inibidores de PDEs podem elevar os niveis ieluntares do AMPc e GMPc, de acordo
com a especificidade do substrato da PDE em phkatique é bloqueada. Estes inibidores sao
referidos como agentes competitivos por assemeithaee as estruturas moleculares dos
nucleotideos ciclicos, que sdo os substratos matdes PDEs. O Sildenafil € um inibidor
potente e seletivo da PDES5, responsavel pela me@ulda atividade do GMPc, regulando,
desta forma, sua degradacdo. Esta droga estimubadgo oxido nitrico (NO)-GMPc e, por
conseguinte, promove efeitos de relaxamento e uatagho (CORBIN et al.2002; DU
PLESSIS; JONGH; FRANKEN2004).

O Sildenafil foi, primeiramente, sintetizado parnetdar hipertensdo e angina.
Posteriormente, tornou-se a primeira linha de nmateo da disfungéo erétil. E, atualmente,
esta droga vem revolucionando o tratamento da teipgio pulmonar, que € uma doenca
vascular agressiva e com baixa expectativa de VAdastimativa da incidéncia de casos
esporadicos de hipertensao arteial pulmonar idicgpd@ de aproximadamente 1 ou 2 casos
por milh&o de pessoas. A incidéncia dos casospmthnsdo pulmonar associados a doenga
do tecido conectivo é aproximadamente 10 vezesrmBgiudos retrospectivos no centro
reumatologico da Universidade de Johns Hopkins raimstiue aproximadamente 10% a 30%
dos pacientes com esclerodermia apresentam hip@&dagrulmonar severa, fator decisivo de
mortalidade neste grupo de pacientes (ou até 50% casos diagnosticados por
ecocardiografia). Os casos de esquistossomose es&atetesse particular, pois indicam a
associacdo de produtos do ovo Shistosoma mansoni com a inducdo de alteracdes na
artéria pulmonar caracteristicas de hipertensémqnér severa. Como varios dos pacientes
portadores de hipertensdo pulmonar associada couisessomose também sofrem de
hepatopatia esquistossomaotica com hipertensaol pon@ocesso pulmonar € provavelmente
afetado pelas alteracbes hepaticas e formacashutdgs entre a circulacdo portal e a
circulacdo pulmonar (TUDER, 2006). O mecanismo gioalo Sildenafil atenua os sinais e

sintomas da hipertensdo pulmonar por aumentar ansemto sanguineo aos pulmdes. A
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pressdo sistolica, a hipertrofia ventricular e asoolarizacdo das artérias pulmonares séo
diminuidas apos o esquema terapéutico com Sildé@&fAO et al.,2001, 2003). A reducédo
da hipertensdo pulmonar em modelos animais, segiaidaibicdo da PDE5 pelo Sildenafil,
foi atribuida a uma maior expressdao da via NO-GM&enuada patofisiologicamente
(KIRSCH et al.2008).

O citrato de Sildenafil tem sido utilizado mundialmee para tratar &ipertensao
arterial pulmonaem criancas e adultos, embBora seja considerado uma droga promissora, 0
seu uso para o tratamerdesta doencainda nao esta liberado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Importantes implicagbes do esquema terapéutico da
hipertensdo pulmonar com doses diarias e elevadaSildenafil devem ser enfatizadas.
Recentemente, a PDE5 foi detectada, através dasdscde imunocitoquimica e western
blot, em células do musculo liso vascular, bem cano células de Leydig e células
peritubulares dos testiculos de ratos (SCIPIONII.e2005). Nesta gbnada, a via do GMPc
esta envolvida em indmeras funcbes, tais como ichdié dos espermatozoides,
desenvolvimento de células germinativas, relaxamet@ células midides, producdo de
testosterona pelas células de Leydig e dilatacde dasos sanguineos testiculares
(MIDDENDORFF et al.,2000). Portanto, possiveis alteracdes na fisioldggticular e
reproducao poderao ser observadas em decorrénicidbigdo da PDES pelo Sildenafil.

O presente trabalho descreveu, pela primeira \@2zf@tos do esquema terapéutico
com Sildenafil utilizado para tratar a hipertengidmonar sobre células de Leydig e
espermatozoides de camundongos, visando contghatarum melhor entendimento sobre sua

acao na reproducéo.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Inibidor de fosfodiesterase-5 (Sildenafil)

As PDEs de mamiferos constituem uma grande fangiéiaenzimas que estédo
classificadas de acordo com a ordem de descobsdqiéncia de aminoacidos e
caracteristicas cataliticas e regulatérias. Estagmas hidrolisam os nucleotideos ciclicos,
AMPc e GMPc, as suas formas inativas 5’monofosf@@dHJNG et al., 2006; UCKERT et
al., 2006).

O Sildenafil, designado quimicamente como 1-[4-et0»3-(6,7-dihidro-1-metil-7-
ox0-3-propil-1H-pirazolo[4,3-d]pirimidina-5- il)fatsulfonil]-4-metilpiperazina citrato, € um
inibidor potente e seletivo da PDE5, presente elmla$ musculares lisas dos corpos
cavernosos do pénis, células musculares lisas si#s @eriféricos arteriais e venosos, bem
como na circulacdo coronaria e pulmonar, e nasuptag. Este farmaco foi resultado de um
programa que iniciou em 1985 na Sede de Investiggg@opéia Pfizer em Sandwich, UK,
com finalidade de desenvolver um inibidor de PDBBEpestimular a via NO-GMPc para o
tratamento de angina pectoris em pacientes comceoarierial coronaria. Esta droga foi
patenteada em 1996, e aprovada para o0 uso te@péudi disfuncdo erétii em 1998
(BALLARD et al.,1996; NAYLOR et al., 1996;SCHWARZ et al., 2007).

A PDE5 hidrolisa especificamente o GMPc, contridoinpara a modulagdo
intracelular deste nucleotideo. Esta enzima & umodémero, e cada monémero é uma
proteina quimérica composta por um dominio regu@t@R) e um catalitico (C) que
transforma o GMPc em 5-GMPc. O dominio R contémogasubdominios funcionais,
incluindo sitios de fosforilagdo, sitios alostésicde ligagdo de GMPc e contatos de
dimerizacdo. A ligagdo do GMPc ao sitio alostédeoPDES5 ativa a fosforilagdo da enzima
pela proteina quinase dependente de GMPc (PKQ@)ltaedo em uma maior afinidade do
GMPc ao dominio C e consequente aumento da atidadalitica. Este evento esta
envolvido na regulacdo pdeedback negativo dos niveis celulares de GMPc. O Sildégafi
um inibidor competitivo da catélise pela PDE5, gresenta um analogo nao hidrolisavel pelo
sitio catalitico da enzima. Sua administracdo pramaom efeito defeedback positivo,

representado pela inibicdo da degradacdo do GMBeéatda interacdo do Sildenafil com o



18
Avaliacéo dos efeitos do inibidor de fosfodiesteras Saraiva, K. L. A.

dominio C, e aumento simultdneo dos niveis inttdaeds deste nucleotideo ciclico
(BLOUNT et al., 2007; 2004; CORBIN et al., 2003).

O Sildenafil € um potente inibidor da PDES5 4J@e 3.9 nM) com alta seletividade
(>1000 vezes) para esta isoenzima humana em cogdpaa@ PDE2, PDE3 e PDE4, e
moderada seletividade (>80 vezes) sobre a PDE&. disga € 10 vezes mais potente para
PDE5 do que para a PDEG6, encontrada nos fotor@espda retina humana (GUPTA,;
KOVAR; MEIBOHM, 2005). Estudos sobre farmacocinétiodicam que doses orais Unicas
(25-100mg) de Sildenafil administradas em jejunokntarios sadios do sexo masculino sao
rapidamente absorvidas, com concentra¢gfes plasmdtiéximas alcancadas 0,5-2 horas apés
sua administracdo e meia vida de eliminacgg) (te 3-5 horas. Apds a administracdo oral ou
intravenosa, a droga € excretada na forma de nigtsh@redominantemente nas fezes (73-
88%) e, em menor quantidade, na urina (6-15%).eAsdes adversas observadas em estudos
clinicos com esta droga foram, em geral, de naudeze a moderada e transitoria,
relacionadas ao aumento da dose. Em tratamentod@ses flexiveis, ou seja, de acordo com
a necessidade de uso da medicacao, os sintomasonaisnente relatados foram: cefaléia,
rubor, tontura, dispepsia, congestdo nasal e afiesavisuais (LABORATORIO PFIZER,
1998).

Embora a taxa de eficacia global dos inibidoresP@¥5 varie de 60-70%, em
populacdes consideradas de dificil tratamento ietendi. Pacientes com dano neuroldgico
severo, diabetes mellitus, ou doenca vascular agy@iem ser resistentes aos inibidores. A
diminuicdo da expresséo ou atividade das sintasesomal e endotelial de NO, a falha na
liberagé@o ou a destruicdo de NO impede a formagficiente de GMPc e elimina a eficacia
do inibidor de PDE5. Um paciente serd considerachio verdadeiro ndo-respondedor ao
medicamento somente apds quatro tentativas segoaisa administracdo da maior dose
tolerada, estando em conformidade com o guia dactaiie em respeito ao tempo relativo
das refeicbes, ingestdo de alcool, uso concomitbntaitras medicacdes e estimulacdo sexual
adequada (HATZIMOURATIDIS; HATZICHRISTOU, 2007).

A imprensa popular e jornais cientificos publicaraantigos sobre eventos
cardiovasculares adversos, tal como infarto do antho, apds administracdo de Sildenafil.
Investigagbes posteriores sobre os potenciaisoefeid Sildenafil ndo demonstraram risco
cardiovascular atribuido a acdo farmacologica ddares de PDES. Muitos pacientes que
sofrem de disfuncao erétil sdo propensos a um aonmentaxa de eventos cardiovasculares
adversos. ApoOs debates extensivos, muitas pesdoisasam no campo da cardioprotecao.

Existem evidéncias de redugdo na intensidade oartasf em isquemia miocardial e
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reperfusdo, e outros efeitos benéficos também faemonstrados em modelos experimentais
de insuficiéncia cardiaca congestiva e hipertrdéiarentriculo esquerdo. Um estado funcional
do GMPc, através da ativacdo de proteinas quindeessugerido em cardiomiocitos
apresentando diferentes efeitos na modulgg@drenérgica da contratilidade cardiaca e
controle diferencial da hidrolise de GMPc por idiries de PDE5 (REFFELMANN;
KLONER, 2009).

A introducdo dos inibidores de fosfodiesterase ediddil (Viagra), Vardenafil
(Levitra) e Tadalafil (Cialis) como drogas ativaseguras para o tratamento da disfuncao
erétil ndo somente tornou-se um sucesso clinicodimaljrmas também ofereceu uma base
para o desenvolvimento de novas modalidades tetiepg€para o tratamento da disfuncéo
sexual masculina e feminina. Além disso, as fos&tdrases de nucleotideos ciclicos atuam
como alvo farmacoldgico em uma variedade de dessydal como hipertensédo pulmonar,
doenca de Raynaud, doenca de Peyronie, sindrorstfica benigna, disfuncdo endotelial,
distarbios na ejaculacdo masculina (ejaculacéo opgc e disfuncdo sexual feminina
(BECKER; UCKERT; STIEF, 2008).

O Sildenafil tem sido amplamente utilizado no treeato da disfuncéo erétil, descrita
como a inabilidade do homem em atingir e mantee@d® do pénis. A classificacao geral da
disfuncdo erétil inclui a disfuncdo erétil psicog@n (depressdo, estresse psicoldgico,
problemas de relacionamento, ansiedade), disfuegéiil organica (diabetes, hipertenséo,
lesbes da medula espinhal, algumas medicacde$, et@ juncdo das duas (GUPTA;
KOVAR; MEIBOHM, 2005). A erecdo normal ocorre enspesta a estimulacédo sexual, que
promove a liberacdo de Oxido nitrico a partir denteacdes nervosas nao-adrenérgicas e nao-
colinégicas e do endotélio dos corpos cavernosopédis. O NO ativa a GCs, levando a
formacédo de GMPc, que causa aumento do fluxo saeguna tunica albuginea e relaxamento
do musculo liso através da reducéo da concentidg&alcio intracelular (Figura 1). Com os
espacos lacunares do tecido preenchidos de saagyeessao intracavernosa aumenta
tornando o pénis ereto. A administragdo aguda micadde um inibidor de PDES pode
melhorar a funcdo endotelial e vascular de pagemtem ou sem fatores de risco
cardiovasculares, por aumentar os niveis de GMPaxdgepela ativacdo do NO endotelial,
que modula o tonus vascular e facilita a vasodifaia Estes efeitos vasculares podem ser
responsaveis pelo retorno de ere¢fes espontanegmaemtes tratados com inibidores de
PDES5. A dose oral recomendada de Sildenafil € aeg5@m uma dose Unica, administrada
aproximadamente uma hora antes da atividade sexuam frequéncia de uma vez ao dia
(LANGTRY; MARKHAM, 1999; MONTORSI et al., 2006; PEER, 1998).
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= o

>> Erecao peniana

_ NO = éxido nitrico
‘NANC = neurénios nao-adrenérgicos, nao-colinérgicos
PDES = fosfodiesterase tipo 5

Figura 1. Erecao peniana pelo mecanismo do NO-GMPc.
Fonte: Laboratorios Pfizer (1998).

2.2 O Sildenafil na Hipertensado Pulmonar

A Hipertensdo Pulmonar é caracterizada por umaaeey progressiva da pressao
arterial pulmonar, que eventualmente progride paléncia do ventriculo direito levando a
morte. E uma doenca rara e agressiva que acomitecas e adultos com péssimo
progndstico, e 0s pacientes apresentam severadi#oitde exercicios e pequena expectativa
de vida (ABRAMS; SCHULZE-NEICK; MAGEE, 2006).

A Organizacdo Mundial de Saude classifica a hips&te pulmonar em cinco grupos
baseados em seus mecanismos: (1) hipertensaalapidmonar (HAP) idiopatica; (2) HAP
de familia; (3) HAP associada com doenca de cotagascular, hipertenséo portal, infeccao
por HIV, drogas, toxinas, e outros (doencas de zemamento de glicogénio, doenca de
Gaucher, telangiectasia hemorragica hereditaria, mogbinopatias, desordens
mieloproliferativas, esplenectomia); (4) HAP asadei com significante envolvimento
venoso ou capilar, que inclui doenca pulmonar variosiva e hemangiomatose capilar
pulmonar; e (5) hipertenséo pulmonar persistentecitm-nascido (LIU et al., 2006).

Embora a patogénese da HAP seja heterogéneanapais mudancas patoldgicas na
vasculatura pulmonar séo similares — vasoconstrjggébliferacdo celular do muasculo liso
vascular (remodelamento da parede do vaso pulmen@ombose in situ (SAHARA et al.,
2006). A vasoconstriccdo tem uma funcdo importamde patogenia da doenca, que €
caracterizada por hipertrofia patolégica da camadidia das arteriolas pulmonares,
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diminuicdo da producdo endotelial dos vasodilatslotais como prostaciclina e NO, e
aumento da producdo do vasoconstritor endotelesyltando no aumento da resisténcia
vascular pulmonar (RUNO; LOYD, 2003). Os sintomasalmente aparecem quando a
hipertensdo € grave e, na auséncia de tratameméo di@inuir a pressdo pulmonar, a
expectativa de vida é de 68, 48 e 34% em 1, 30§, aespectivamente. A doencga ndo tem
cura e o paciente necessita de tratamento postoda (FARBER; LOSCALZO, 2004).

Nos ultimos dez anos, trés classes de drogas fapovadas para o tratamento da
hipertenséo arterial pulmonar. Estédo incluidos restpnodides, antagonistas do receptor de
endotelina e os inibidores de fosfodiesterase EsSas terapias ndo somente diminuem a
pressdo arterial pulmonar, mas, também, oferecepacientes um melhor desempenho no
teste padrdo de caminhada de seis minutos. O &fldemal promove uma melhoria dos
sintomas e da hemodinamica vascular pulmonar diermas (HUMPL et al., 2005; RICH,
2006). A terapia convencional inclui oxigénio supéstar, diuréticos, anticoagulantes orais e
bloqueadores de canais de calcio (SAHARA et aD620

A vasodilatacdo pulmonar com inibidores de PDES s&to demonstrada em animais
com hipertensdo pulmonar experimental, e em humeows hipertensao arterial pulmonar
priméria e secundaria (GHOFRANI et al.,, 2002; MIQHAKIS et al., 2002, 2003). O
Sildenafil inibe a PDES5, enzima especifica para GM#xcontrada em abundéancia no tecido
pulmonar, impedindo a degradagdo do monofosfatogdanosina ciclico, que é um
mensageiro intracelular do NO, com consequentedvasacdo pulmonar. Em resposta ao
tratamento foi observado uma queda da pressaocahgpeimonar média e um aumento no
rendimento cardiaco de pacientes com hipertenséoahmpulmonar crénica (GHOFRANI et
al., 2004 ; MIKHAIL et al., 2004; SASTRY et al., @0). A nivel celular, a vasodilatagdo
envolve alteracdes na sinalizacdo de calcio, erne ar abrir os canais BkKem humanos
com hipertenséo arterial pulmonar (MICHELAKIS et 2003).

Alguns estudos clinicos de hipertensdo pulmonar téilizado o Sildenafil como
terapia adicional em criangas e adultos (AMARAL,020 GANIERE et al., 2006 ;
KARATZA et al.,, 2004 ; LOBATO et al., 2006 ; OLIVRA; HUMPL et al., 2005 ;
PRESTON et al., 2005; SCHULZE-NEICK et al., 2003C%KER et al., 2003). O Sildenafil
oral (2mg/kg, quatro vezes ao dia) foi administradoma menina de quatro anos de idade
com dispnéia, cianose, e sinais de baixo rendimeariiaco. Apds trés meses de tratamento
continuo houve uma melhora na sua capacidade dei@ges a mesma passou a desfrutar de

uma boa qualidade de vida. A resposta clinica nestéente sugere que o Sildenafil deve
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exercer um papel importante no controle da hips@enpulmonar primaria (ABRAMS;
SCHULZE-NEICK; MAGEE, 2006).

Pacientes com idade entre 5-30 anos, com severtdnpao arterial pulmonar,
receberam Sildenafil oral em adicdo a terapia aocigeal. O tratamento deu inicio com
baixas doses, as quais aumentaram empiricamemtaniatfadas trés vezes ao dia. A dose
média utilizada em criancas foi de 75-150mg, e mop@ adulto foi de 125-300mg,
diariamente. A pressao arterial pulmonar médiaed®eau de 62mmHg para 47mmHg em
quatro pacientes com hipertensdo pulmonar prim#@pds uma meédia de sete meses de
tratamento com Sildenafil. Esta droga foi bem todere levou a uma melhora da condicéo
clinica e do desempenho de exercicios fisicos (KERHDUGGAL, 2002).

A hipoxia alveolar promove uma vasoconstriccdo umar e subsequente
remodelamento da parede dos vasos sanguineos (RABTCH et al., 1979). A hipertenséo
pulmonar induzida por hipdxia € comum em pessoasngoram em altitude elevada, sendo
um sério problema clinico com morbidade e mortdidaignificante. Apesar da continua
administracéo de oxigénio nao existe tratamenisfa#irio para esta condi¢cdo (ZHAO et al.,
2001). O NO e peptideos natriuréticos atenuam aceastriccdo e o remodelamento vascular
através de acdes vasorelaxantes e antimitogéniedisudas por GMPc e ativacdo de proteinas
kinases dependentes de GMPc (SARKER et al., 199;00WIAN; MURAD, 1988).

A administracédo de Sildenafil oral atenuou a hgreséio pulmonar induzida por
hipéxia em humanos e camundongos (tratados comde@dmg/kg/dia, respectivamente) e
ofereceu uma nova abordagem para o tratamentoawsilecdo. Camundongos deficientes na
sintese de NO (eNOS) demonstraram uma respostalpgocSildenafil, sugerindo que a via
eNOS-NO-GMPc contribui para a agdo da droga, emtetoutros estimulantes bioquimicos
de GMPc, tal como os peptideos natriuréticos, pacheatuar na resposta hemodinamica dos
inibidores de PDE5 (ZHAO et al., 2001, 2003).

2.3 Sinalizacao celular

2.3.1 Aspectos gerais
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Os mecanismos de comunicacdo celular dependentcabamite, de moléculas de
sinalizacdo extracelulares, produzidas pelas &lpkra sinalizar aquelas vizinhas ou as mais
distantes. Eles dependem, também, de sistemascpsotélaborados nas células que Ihes
permitem responder, de forma especifica, a detadom subgrupos desses sinais. Essas
proteinas vao desde receptores de superficie celudase ligam a molécula sinalizadora até
uma variedade de proteinas sinalizadoras intramekiquinases, fosfatases, proteinas que se
ligam a GTP, entre outras) que distribuem o siash pegides adequadas da célula. No final
de cada rota de sinalizacdo encontram-se as pmetalmo que sao alteradas quando a rota
esta ativa, mudando o comportamento da célula (AR_BEket al., 2004).

Existem quatro classes principais de sistemas glendes mensageiros: a) o sistema
tirosina quinase, b) o sistema inositol-1,4,5-gi&wo (IR)/diacilglicerol (DAG), c) os ions
calcio, e d) os nucleotideos ciclicos (AMPc e GMRg)sistema mensageiro compreende
varios elementos, incluindo o primeiro mensageirgeceptor para este primeiro mensageiro;
um segundo receptor chamado proteina G que intecage o receptor do primeiro
mensageiro; uma enzima ativada pela proteina Gaailgto ou adenilato ciclase (GC e AC);
e uma molécula mensageira secundaria formada foensima. O sinal intracelular gerado
em resposta ao primeiro mensageiro € amplificadgralela célula. O GMPc é formado a
partir da guanosina trifosfato (GTP) via reacaalcsdda pela GC, que € expressa na forma
soltvel (GCs) e particulada, isoforma ligada a namdé (GCm). O NO, um mediador crucial
no relaxamento do musculo liso, interage com a @Gscitoplasma para aumentar a
conversao de GTP em GMPc. Por outro lado, os pE#idatriuréticos ativam a GCm, e
também estimula a producdo de GMPc. Seu acumubnae cascata de transducéo de sinal
gue ativa proteinas quinases dependentes de ridele®t ciclicos, com subsequente
fosforilagdo do sistema actina-miosina, bem comabextura dos canais de*Ca ativacdo de
bombas de Ca presentes na membrana externa do reticulo sarcofias. Este evento
reduz os niveis deste ion citbsol e promove o relaxamento do musculo listMDRIADIS
et al.,2008; UCKERT et al.2006).

Os nucleotideos ciclicos monofosfatados, AMP e Gbé#®, importantes mediadores
intracelulares de varias moléculas de sinalizag&egulam inimeros processos intracelulares
(CHUNG et al., 2006; UCKERT et al., 2006). O AMPsiétetizado a partir do ATP por uma
proteina transmembrana multipasso chamada adertlelase, e é degradado rapida e
continuamente por uma ou mais fosfodiesterases MEcA que o hidrolisa a sua forma
inativa, adenosina 5'monofosfato. Este nucleotidatico exerce seus efeitos através da

interacdo com uma proteina receptora intracelalgroteina quinase dependente de AMPc
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(PKA), uma haloenzima tetramérica constituida poasdsubunidades cataliticas e duas
regulatérias. A ativacdo da PKA ocorre quando guatoléculas de AMPc se ligam a
subunidade regulatoria e promovem a dissociacdald@nzima em um dimero regulatério e
duas subunidades cataliticas livres e ativas qaforitam e ativam residuos de serina e
treonina de proteinas especificas, regulando sivédaales (ALBERTS et al., 2004). A via de
sinalizacdo AMPc/PKA regula o metabolismo, a atdé génica, o crescimento e divisao
celular, a diferenciacéo celular, a esteroidogénasmotilidade de espermatozéides, bem
como a condutividade de canais idnicos (HANSSONASKEGG; TASKEN, 2000).

O GMPc, descoberto em 1963, é reconhecido como maportante segundo
mensageiro de sinais extracelulares provenientesesiimulo do NO e de peptideos
natriuréticos. Os efeitos fisiolégicos deste nutitem ciclico sdo determinados pelas
atividades de trés tipos de receptores intrac@sigroteinas quinases dependentes de GMPc,
canais ionicos regulados por GMPc e PDEs regulpadasGMPc (Figura 2). O GMPc
também pode ativar vias do AMPc através de sugdmaos receptores intracelulares de
AMPc, tal como a PKA. Desta forma, o GMPc poderaitea funcdo celular através da
ativacdo ou inativacdo de proteinas por fosfordacBor um lado estas proteinas ao
fosforiladas por uma quinase, que adiciona um ous ngaupos fosfato e, por outro,
desfosforiladas por uma fosfatase que remove opogriiosfato da molécula. Algumas
fungBes fisiolégicas mediadas pelo GMPc tém sidscritas como fatores regulatorios
classicos no relaxamento do musculo liso, desgagéalde neutrofilos, inibicdo da agregacéo
plaquetaria, transducao de sinal visual, entreosl lt ORBIN; FRANCIS, 1999; LINCOLN;
CORNWELL, 1993).
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Figura 2. Sintese e receptores de GMPc.
Fonte: Hofmann; Ammendola; Schlossmaf2000).
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A O6xido nitrico sintase (NOS) é composta por doignémeros idénticos (~130-
160kDA, cada). A NOS converte L-arginina em NO eittdlina na presenca de cosubstratos
e cofatores. Trés isoformas da NOS chamadas NOSm&ynNOS), NOS induzivel (iNOS)

e NOS endotelial (eNOS) sdo encontradas em célielasamiferos. As funcdes fisiologicas
do NO/NOS sdo diversas por causa da versatilidaseids de sinalizagao mediadas por NO,
que variam de acordo com suas diferentes concéesaé\ principio o NO atua como um
regulador crucial na inflamacao, mas ele tambémménaportante regulador fisiolégico do
sistema endocrino. Quando a concentracdo de NQoE quee 1uM, os efeitos predominantes
mediados por NO incluem a desaminagao, oxidagaot@ac¢do do DNA via interacdo do NO
com radicais superoxido ou de oxigénio. Assim, feftas do NO s&o prejudiciais em altas
concentracdes. Contrariamente aos efeitos indidoNO em altas concentracdes, as acdes
do NO sao diretas, sem interagir com os radicgiersxido ou de oxigénio, quando sua
concentracdo é menor que 1uM. Desta forma, baieaseatracdes de NO podem regular
diferentes atividades fisioldgicas por diferentes e sinalizacdo (LEE; CHENG, 2004).

Para as trés isoenzimas NOS, a sintese de NO dedaritdjacdo das enzimas com a
proteina de ligacéo do €aa calmodulina. Para eNOS e nNOS, um aumento meentracéo
do C&"intracelular é requerido para que este se ligué/e a calmodulina. Por outro lado, a
acdo da iINOS é independente do*'Cdogo, a iINOS se liga a calmodulina com alta
afinidade, mesmo em células com baixa concentrai@oCa" intracelular (YETIK-
ANACAK; CATRAVAS, 2006).

A molécula efetora paracrina de NO inicia a sinsesMPc através da ligacdo do
NO ao grupo prostético heme das GCs sensiveissduwamdo o sinal de ligacdo para a
ativacdo do dominio catalitico da ciclase. A GCsné heterodimero consistindo de uma
subunidadex € umap, e ambas sao requeridas para a formacdo da ewatalgicamente
ativa (WEDEL et al. 1994). A isoforma citosolicdfl e aquela localizada na membrana
a2B2 sdo as duas enzimas conhecidas por serem atipattadNO. Esta ativacdo ocorre
através da ligagdo do NO e subsequente rupturaodedenacdo da Hi¥ sobre a
protoporfirina IX heme da subunidafleda GCs, aumentando sua atividade catalitica em até
400 vezes. No musculo liso, o heterodimero da G4 é responsavel pela sintese de
GMPc, enquanto a PDES5 é estabelecida como o paine@gulador da hidrélise de GMPc. Os
efeitos vasodilatadores do NO sdo mediados atrdaéstivacdo da PKG e seus substratos,
tais como a fosfatase da cadeia leve da miosirmais de K ativados por Cd (BKcy). O

aumento dos niveis intracelulares de GMPc tambéwva autros alvos de regulacao, tais
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como 0s canais de ions ligados a nucleotideos (@&\#3)fosfodiesterases (CAWLEY et al.,
2007).

A familia de peptideos natriuréticos consiste d&s tpeptideos estruturalmente
relacionados: peptideo natriurético atrial (ANPgptideo natriurético cerebral (BNP) e
peptideo natriurético tipo C (CNP). Estes peptidefisenciam uma variedade de processos
homeostéticos através da acumulacao intracelul&Mlec, formado por duas diferentes GC
de membrana ligadas a receptores (GC-A e GC-B). ABRP sdo hormonios cardiacos que
desempenham importantes funcdes na regulacédo deokstase cardiovascular. O CNP esta
presente em varios tecidos, onde pode atuar loocédmemmo regulador autécrino/paracrino
através da GC-B (Figura 3). Além de sua funcaoiceadcular e endotelial, este peptideo
apresenta um desempenho importante na reprodugdalesenvolvimento fetal. No sistema
reprodutivo masculino, ele esta envolvido na regidada funcédo testicular e erétil
(WALTHER; STEPAN, 2004). Na fisiologia testiculay, CNP esta envolvido na regulacéo
das células de Leydig e de Sertoli, cujos efeitragrinos incluem o relaxamento dos tubulos
seminiferos para regulacdo do transporte de espmraides, e suprimento sanguineo
testicular. A cascata CNP/GC-B/GMPc promove umadedade de efeitos bioldgicos no
testiculo, tal como modulacéo da motilidade de resg®zoides, desenvolvimento das células
germinativas testiculares e sintese de testost¢kdixDENDORFF et al, 1997; 2000).

A PKG exerce um efeito central em muitas funcogislfigicas. Quando ativada por
niveis elevados de GMPc, ela fosforila inUmerastginas intracelulares e proporciona
efeitos, tais como relaxamento do musculo liso Wasc distensédo das vias aéreas, inibicdo
da proliferacé@o celular, inibicdo da agregacao yséaria e apoptose. A autofosforilacdo das
PKGs (PKG-b e PKG-B) aumenta a afinidade de ligacdo do GMPc aos séios s
alostéricos e, desta forma, inibe a hidrdlise elesicleotideo pelas PDEs. Em adicao, foi
proposto que este mecanismo de autofosforilacaesepta uma regulacdo de feedback-
positivo da sinalizagcdo do GMPc pela cascata GMRB/EKOTERA et al., 2003).
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Figura 3. Topologia do receptor de peptideo natriuréticewsdigantes.

Fonte: Potter; Abbey-hosch; Dickey (2006).

Nota: Os peptideos natriuréticos se ligam a trés praseiNPR-A, NPR-B e NPR-C. NPR-A e NPR-B séo

guanilato ciclases de membrana, consistindo de omirdo de ligagdo extracelular, uma Unica regido

transmembranica hidrofébica, um dominio de homalod@i quinase, sitios de dimerizacdo, e dominios de
guanilato ciclase carboxi-terminais. NPR-C é, apnaxlamente, 30% idéntica & NPR-A e NPR-B no dominio
de ligacao extracelular, mas contém apenas 37 awcidus intracelulares.

O GMPc é considerado um excelente regulador dost@laumusculo liso vascular.
InUmeros relaxantes musculares, incluindo vaseditaes contendo oxido de azoto, fatores
relaxantes derivados do endotélio e peptideosungtidos estimulam a producdo do GMPc
no musculo liso vascular. Em adicdo, os nucleotidgdicos podem influenciar diretamente
ou indiretamente (via seus efetores PKA e PKG) aceotracdo de G4 intracelular
(RASHATWAR; CORNWELL; LINCOLN, 1987). Este ion é um importante segundo
mensageiro nas células endoteliais envolvido niesdne liberacdo de fatores regulatorios,
como por exemplo, a ativacdo da sintase endotd#allO que participa da sintese de NO.
Este, por sua vez, ativa guanilato ciclases sa(paia producdo de GMPc, que diretamente
ou indiretamente via PKG modula a atividade de isaeebombas de &apor feedback. A
liberacdo de Ca de compartimentos internos é controlada por vémiateinas localizadas na
superficie do compartimento, enquanto o influxcCdé" extracelular é regulado por canais e
bombas de Galocalizadas na membrana plasmatica (KWAN e2809).
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Na maioria das células, o mecanismo de contragdiciado pela formacdo, mediada
por receptor, do inositol 1,4,5-trifosfato. Estelum a liberacdo de €ade compartimentos
celulares, seguido pelo influxo de ®axtracelular através de canais dé'@ependentes e
independentes de voltagem. O aumento dos nive@atientracelular inicia o processo de
contracdo através da ativacdo da quinase da cheleiada miosina dependente de*'Ga
calmodulina, a qual fosforila a cadeia leve da me®, consequentemente, ativa a ATPase
da miosina. A diminuic&o dos niveis intracelulatesC&" inativa a quinase da cadeia leve da
miosina e induz a sua desfosforilacdo pela miokietatase. Um mecanismo que diminui a
concentracdo do Gaintracelular é a fosforilacdo direta de canaikdeativados por C&
(BKcq) pela isoforma | da proteina quinase, que estirawdaertura destes canais. A abertura
dos BKca hiperpolariza a membrana e fecha outros canaifyimio os de CH tipo L,
reduzindo o influxo de G&(HOFMANN; AMMENDOLA; SCHLOSSMANN,2000).

2.3.2 Mediadores intracelulares em células de Igeydi

A producdo de esterdides € regulada por hormoniaficds, especificamente o
hormdnio adrenocorticotrofico, nas células adrertas, e o hormdnio luteinizante nas
células de Leydig testicular e células tecais. éspnca destes hormonios ativa os receptores
ligados a proteina-G, que libera a subunidade akitgria, resultando na ativacdo da
adenilato ciclase e aumento de AMPc intracelulsto leva a um aumento na sintese de
lipidio, producéo e fosforilagdo de proteinas. Tdseses processos exercem uma funcdo na
esteroidogénese e auxilia o trafego de colestead p mitocondria. Nas mitocondrias das
células esteroidogénicaspool de colesterol disponivel para a esteroidogénesgegado a
partir do colesterol da membrana estrutural eadbigao dominio de ligacdo de colesterol da
proteina translocadora (TSPO), anteriormente dememiai receptor de benzodiazepina
periférico (PBR). Deste sitio, o colesterol € ldmky, sob estimulacdo hormonal, e se move
para a matrix mitocondrial interna, onde € clivagta enzima de clivagem da cadeia lateral
do colesterol (P45%0), que metaboliza o colesterol em pregnenolonaaAstocacéo inicial
do colesterol para a TSPO néo é suficiente patargas a producdo continua de esteroides,
entdo, colesterol livre adicional deve ser movagartir de compartimentos intracelulares,
para a mitocondria. Este colesterol intracelulatzvem de trés fontes: sintede novo de

colesterol no reticulo endoplasmatico, mobilizag&o colesterol na membrana plasmética
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com adicional captura de ésteres de colesteralilaimtes pelos receptores encontrados na
membrana, e mobilizacdo de colesterol das gotialdatipidio (Figura 4) (RONE; FAN;
PAPADOPOQULOQOS, 2009).
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Figura 4. Trafego de colesterol para a mitocondria duramgsteroidogénese.

Fonte: Rone; Fan; Papadopoulos (2009).

Nota: Via 1: o colesterol sintetizado no reticulo endgpiatico é transferido para o complexo de Golggrike
ele pode ser enviado para mitocondria pela protef7 (proteina associada a subunidade reguldtoda
PKA /TSPO). Via 2: lipoproteina de baixa densidéideL), contendo colesterol, que € ligado ao recep®
LDL e transportado através da via endossomal. Qrelesgdominio identificado da proteina regulatégada da
esteroidogénese (StAR) relacionado com o transplertigpidio (MLN-64) auxilia a transferéncia do esterol
para a mitocondria a partir dos endossomos tamliiEssomos para uso na esteroidogénese. A padtedia
doenca Niemann-Pick tipo C (NPC1) e a proteina Aaknca Niemann-Pick tipo C (NPC2) se associa com a
MLN-64 para transferir o colesterol para fora dméisomo. Via 3: o colesterol é transferido da liptgina de
alta densidade (HDL) para a membrana plasméaticzs pekeptorescavenger classe B tipo | (SR-BI). A lipase
sensivel a hormonio (HSL) converte o colesteratrdgtado da membrana plasmatica em colestera,ligue
pode ser usado na esteroidogénese. Via 4: HSL tamit&rage com o colesterol esterificado preseate n
goticulas de lipidio, que converte colesterol é@stado em colesterol livre para uso na esteroidegé. O
colesterol livre das goticulas de lipidio pode rager com proteinas de ligagdo de lipidio presemtes
citoplasma para ser entregue a mitocondria.

O controle endocrino da funcéo das células de lgegdirincipalmente realizado pela
acao do LH, secretado em pulsos de alta atividendiédica pela adenohipofise sob o controle
da secrecao episodica do hormoénio liberador dedmtratinas (GnRH ou LHRH). Além de

estimular a via da adenilato ciclase, o receptotidetambém é capaz de ativar a via de
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sinalizacdo do fosfato de inositol / Caprovavelmente através da proteina G ou da peotein
ligadora de nucleotideo. Em adicdo as gonadotmfinafuncdo das células de Leydig é,
também, influenciada por fatores de crescimentewapeptideos. Alguns destes agonistas
atuam através de receptores mobilizados p6t, @alicando que este fon pode contribuir para
o controle da funcdo das células de Leydig. A breivalizacdo do C& pode ocasionar
respostas celulares rpidas ou modular a acdocodaslgtrofinas através da via de sinalizagédo
do AMPc (TOMIC et al., 1995).

A interacdo do LH/hCG com seu receptor especiftsulta em varias modificacdes
intracelulares, incluindo a ativagdo da PKA depetelde AMPc. Dois sitios de fosforilagéo
pela PKA foram identificados na proteina estero@hica regulatéria aguda (StAR) de
camundongos, Ser56/57 e Serl194/195. Esta pro&gudaro primeiro passo da biossintese de
esteroide, isto é, o transporte do colesterol danbn@na externa para a membrana
mitocondrial interna. Enquanto a via AMPc/PKA éuegtionavel como a principal cascata
de sinalizacao para a expresséo da StAR induzidagsmonio e esteroidogénese, a interacao
dos ligantes extracelulares com seus receptoresgtodr a PLC e desencadear a ativacdo da
via da PKC. Esta € capaz de potencializar a acgmuadotrofina e/ou estimular a resposta
esteroidogénica pelo AMPc (MANNA,; JO; STOCCO, 2007)

A regulacdo da esteroidogénese também pode serladadatravés de vias de
transducdo de sinal que ndo envolvem o AMPc. Vdedtmes que ndo requerem o AMPc
e/lou sintese de proteinas, potencializam a resms$éaoidogénica as gonadotrofinas ou
analogos de AMPc. Estdo incluidos os fatores decionento, fatores derivados de
macréfagos, proteina indutora esteroidogénica, @he o sistema mensageiro do*CaA
resposta hormonal envolve alteracées nos niveaciitlares de AMPc e €a0 LH/hCG,
analogos de AMPc e GnRH e seus agonistas podemuéstidiretamente a esteroidogénese
por aumentarem rapidamente os niveis intracelueed’, liberado de compartimentos
intracelulares ou pela mobilizacdo do?Caxtracelular. O Ca citosélico pode afetar o
transporte de colesterol para mitocondria e ad#tde de uma ou mais enzimas mitocondriais,
principalmente a enzima P4%0 ou enzimas microssomais que formam, em dltimi@mesa,

a testosterona (MEIKLE; LIU; STRINGHAM, 1991; STOCCet al. 2005).

Stocco et al. (2005) descreveram as multiplasdéasinalizacdo da esteroidogénse. A
interacdo dos horménios troficos (LH/ACTH) com mgoees de membrana especificos
resulta na ativacao de proteinas G, a qual atadeailato cliclase de membrana que catalisa a
formacéao do AMPc a partir do ATP. O AMPc, entaoyaat PKA, resultando na fosforilacao

de fatores de transcricdo que regulam a transcrificgene da StAR. Esta regula a
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esteroidogénese por controlar o transporte de teotdsda membrana externa para a
membrana mitocondrial interna, o sitio da enzimaOR4 A conversdo do colesterol em
pregnenolona é o primeiro passo enzimatico na ibiese de esterdides. O sistema
mensageiro do Gae os fons Clestdo efetivamente envolvidos na potencializacdo da
esteroidogénese estimulada por hormonios tréficegpeessdo da StAR. A proteina G e o
AMPc podem, também, ativar a fosfolipase @iRLA,), que catalisa a liberacdo de acido
araquidénico (AA) a partir dos fosfolipidios. O ANMIPmais uma vez, ativa a acyl-CoA
tioesterase relacionada com o AA (ARTISt), que ls#taa liberagcdo do AA a partir da
araquidonil-CoA. O AA liberado dessa fonte é meliabdo por uma das trés enzimas,
lipooxigenase (LPOX), epooxigenase (EPOX) ou cixigenase (COX). Os metabdlitos da
LPOX e EPOX desempenham uma importante funcdo naregsdo da StAR e
esteroidogénese. Por outro lado, os metabolito€@X2 inibem a expressdo do gene da
StAR. A via da PKC também esté envolvida na redgidata resposta esteroidogénica, uma
vez que ela aumenta a transcricdo e a traducatAdRy Bias néo a sua fosforilagéo, processo
executado pela PKA, para a transferéncia de cotést® fator de crescimento epidermal
(EGF), o fator-1 de crescimento semelhante a ingu(iGF-1), os fatores derivados de
macrofagos, o fator proteinaceo isolado do fluidlicfilar humano (SIP), a prolactina e o
GnRH se ligam a receptores de membrana especiGcgodem estimular a resposta
esteroidogénica por diferentes vias. O AMPc e/dereintes fatores sdo capazes de ativar a
cascata de proteinas quinases (Rap/Ras/Raf ousgsinglacionadas) estimulando a proteina
quinase ativada por mitdgenos (MAPK) e/ou quinasggiladas por sinais extracelulares
(ERK1/2) que atuam na regulacdo da expressao da 8tbiossintese de esterdides (Figura
5).

As células de Leydig do testiculo humano possuemriasipais componentes da via
NO/GMPc, tais como a nNOS, a GCs e 0 GMPc. A pradude NO pela nNOS depende,
principalmente, de estimulos de aminoacidos exuitat, do C& e calmodulina. Os
aminoécidos induzem o aumento da concentraca@d@hiiar de C& e consequente ativacéo
da nNOS. Esta é regulada pelos componentes da \&ViPc por mecanismo dieedback e
por proteinas quinases de outras vias de transddeasinal. Nessas células, o GMPc
influencia a sintese de testosterona através digsido e ativacdo da PKA (DAVIDOFF et
al., 1997).
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esteroidogénese.

Fonte: Stocco et al. (2005).

Nota: PDK1, proteina dependente de quinase 1; PI13-Katidginositol quinase-3; P-StAR, StAR fosforilada

Por outro lado, Weissman et al. (2005) demonstraramaspectos importantes sobre
a funcéo das células de Leydig de ratos: 1) ac@antde outros tecidos esteroidogénicos, as
células de Leydig sédo desprovidas da via L-argihi@a 2) sua producdo de testosterona €
altamente sensivel ao NO exdgeno; e 3) sob corglgdielogicas, os macrofagos testiculares
ativados sado as fontes mais provaveis deste rdidicgla partir da iNOS.

O peptideo natriurético atrial exerce véarios efeito organismo, que, aparentemente,
nao estao relacionados com a regulacdo da preasgoisea e do volume do plasma. Os
receptores do ANP séo expressos em uma variedautgdles e tipos celulares de mamiferos,
entre eles a GC-A ou receptor de peptideo natitoréNPR)-A esta presente no testiculo e
induz a producdo de GMPc via ANP. No testicula esptideo estimula a sintese e liberacdo

de testosterona, através do acumulo de GMPc, pélalas de Leydig, sendo este o principal
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sitio de acdo do ANP. Um pré-requisito para a gerade efeitos fisioldgicos seguida das
interacdes ANP/GC-A € a presenca das proteinas ddv&MPc, tal como a PKG que
representa o principal mediador das atividadedarelsido GMPc (MULLER et al., 2004).

Putney (1986) propds um modelo sobre o influxo d& @a célula, sugerindo que o
escoamento de &ade armazenamentos intracelulares, ativa e emitertes idnicas para a
membrana plasmatica para conseguinte aberturaati@isqpermedveis ao €aA inibicéo de
bombas de célcio adenosina-trifosfatase? {@ad Pase) no reticulo sarcoplasmético (SERCA-
ATPase) induz modificacbes no potencial de membudasa células de Leydig devido ao
escoamento de €ade armazenamentos internos e ativacdo de can#$ dependentes de
Cc&”*, modulando, desta forma, o influxo de’Qaroveniente do meio externo, e a producao
de testosterona (ROSSATO et al., 2001). Janszeal. 1976) descreveram que o*Ca
participa da estimulacdo, mediada por LH, da bndssé de testosterona. Seu modo preciso
de acdo permanece desconhecido, mas existe ad@piteque ele atue apds a ativacdo da
proteina quinase pelo LH, estando envolvido naeséte proteinas, na producdo de certos
substratos para sintese de testosterona, ou par pfepriedades a nivel mitocondrial.

Em adicdo ao LH, é bem estabelecido que o horniiir@ador do LH (LHRH) e seus
agonistas estimulam diretamente a esteroidogéreseéldlas de Leydig de ratos. O AMPc
esta envolvido na acdo do LH, mas ndo na do LHRéstdforma, o Caé requerido para
estimular a esteroidogénese dependente de LH e LHIRHbaixas concentracdes de LH, o
Cd" intracelular é o principal modulador da esteroidege, mais que o AMPc; e agonistas
do LHRH aumentam a concentracdo de’*Cintracelular e testosterona sem alterar as
concentracdes de AMPc. Neste caso, ¢ Qmr si s6 é suficiente para controlar a
esteroidogénese, enquanto o AMPc aumentaria a mwacé&o intracelular deste ion,
possivelmente via fosforilagdo dos canais dé'@a membrana plasmatica pela PKA
(SULLIVAN; COOKE, 1986).

O GnRH, exerce um efeito estimulatério sobre areistegénese na presenca dé'Ca
nao apresentando acao significante sobre a via AMRKAC Isto sugere que este efeito
estimulatério é calcio dependente. Esta evidénsi@ e€orrelacionada com uma classe
especifica de fosfolipidios, o fosfatidilinositajue pode regular processos celulares por
controlar o fluxo de C através da membrana celular. A interacéo ligaeteptor estimula a
degradacéo do fosfatidilinositol, que altera adiézi da membrana e aumenta o influxo do
Cd" extracelular, via abertura dos canais dé"Ceom subsequentes respostas biolégicas
(LIN, 1984).



34
Avaliacéo dos efeitos do inibidor de fosfodiesteras Saraiva, K. L. A.

2.3.3 Mediadores intracelulares em espermatozéides

Para fertilizar o 6vulo, o espermatozoide ejaculdele ser submetido ao processo de
capacitacao, reconhecer e ligar-se a zona peléaidalizar a reacédo de acrossoma (Figura 6).
Durante a fertilizacdo, o espermatozéide com aornasreagido funde-se com a oolema, e
todo o espermatozdide (com excecdo de parte da rapalplasmatica, maior parte da
membrana acrossomal externa e 0s componentes @odis} € incorporado no ovocito. A
zona pelucida liga-se em ao menos dois receptifeentes na membrana plasmatica da
cabeca do espermatozoide. Um deles é o receptmtolig proteina (Gque pode ativar a
fosfolipase @1 e regular a adenilato ciclase para aumentarwessnde AMPc. Este ativa a
PKA para abrir os canais de Tana membrana acrossomal externa, resultando em um
pequeno aumento dos niveis dé'Citosélico. O C4' ativa a fosfolipase € que estéa ligada
ao segundo receptor de tirosina quinase. Os preddto atividade da fosfolipase C,
diacilglicerol e IR, promovem a ativacdo da proteina quinase C (PK@) eeceptor IR a
PKC abre os canais de Taa membrana e o JRitiva os canais de €ana membrana
acrossomal externa, levando a um maior aumentoafieci®soélico, que resulta na fuséo de

membrana e completa reacéo de acrossoma (BARRO&EO 2109).

, CAPACITATION

Figura 6. Desenho esquemético da jornada da célula espeanthifiante a espermatogénese e o transito através
dos tratos masculino e feminino.
Fonte: Barroso et al(2009).
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O NO é capaz de regular a concentracdo de AMRansgquentemente, a capacitacao
via estimulacdo da atividade da adenilato cicl&s¢a modulagao poderia atuar diretamente
através da acao do radical sobre a enzima ou famlb funcdo de proteinas regulatérias
distintas. Também é possivel que o NO tenha oalras, tal como a modulacdo dos niveis
de GMPc. Algumas evidéncias demonstram que baigasetitragcbes de NO aumentam a
capacitacdo de espermatozoides sem afetar suademd¢il e o estimulo da produgcédo deste
radical aumenta a fosforilacdo da tirosina dasepnas espermaticas, sendo o componente
essencial da cascata de mudancas bioquimicas mireaca capacitacdo. Quando em altas
concentracdes, este radical promove efeitos delstéa cinética de espermatozdides, visto
que ele pode interagir com o superoxido ou perogielhidrogénio, resultando na formagéo
de peroxinitrito, radical hidroxil, diéxido de amot ou oxigénio singlete (molécula
extremamente reativa de oxigénio), que causam c&alalos lipidios de membrana dos
espermatozoides e das proteinas tiol. Em adic&0 gode inibir a respiracdo celular pela
nitrosilacdo do grupamento heme das enzimas mitb@s, da enzima metaloprotéica
aconitase e da gliceraldeido-3-fosfato desidrogeniegvando a deplecdo do trifosfato de
adenosina, prejudicando a motilidade dos espermiatez (BALERCIA et al., 2004).

Multiplos agonistas fisioldgicos participam da exase acrossomal, tal como o ANP
sintetizado nas células da granulosa e ovocitas/deos de mamiferos e secretado no fluido
folicular. O receptor de peptideo natriuréticaghtfNPR-A) de alta afinidade foi detectado
em espermatozoides humanos e de bovinos. Desta,forANP induz a reacdo de acrossoma
através da formacdo de GMPc. Existe a possibilidiEldigacdo do ANP a um segundo
subtipo de receptor, o NPR-C, promovendo o infldeoC&" e ativacdo da PKC, também
responsaveis pela indugcéo da reacdo (ROTEM €to48).

Canais CNG, abertos diretamente por AMPc e GMPcanioidentificados em
espermatozéides de mamiferos, e sdo permeaveifoa®sCa’. Em virtude de sua alta
permeabilidade, estes canais s&o os primeirosdatodi para a mediacéo da entrada & Ca
em espermatozoides. O AMPc promove a fosforilagégoibteinas flagelares através da
ativacdo da PKA, regulando, desta forma, a motikdde espermatozoéides. Em vertebrados,
os niveis de GMPc nos espermatozoides sdo muikoda as guanilato ciclases soluvel e de
membrana sdo pouco detectadas. Entretanto, osd@N& sao mais sensiveis ao GMPc do
que ao AMPc, destacando a funcgéo fisiologica do Glldmo uma importante molécula de
sinalizacdo em espermatozoides. Além disso, aitacalo dos canais CNG no flagelo
favorece a regulacdo da motilidade, em vez da wsei acrossomal. Entretanto,

concentracdes elevadas de nucleotideos cicliconpodumentar os niveis de ‘Ca
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intracelular, que € propagado para a cabeca, etuamnente, pode induzir a exocitose
acrossomal (WIESNER et al., 1998).

Véarias moléculas presentes no plasma seminal ¢a® ©s peptideos promotores de
fertilizacdo, calcitonina e adenosina podem ligaageceptores especificos na superficie de
espermatozoides e afetar a funcdo espermaticardfjakam a capacitacdo e inibem a reacao
espontanea do acrossoma. Evidéncias indicam ques essléculas podem atuar como
primeiros mensageiros por afetar a producdo donslkegmensageiro, o0 AMPc, através de
adenilato ciclases de membrana via mecanismo mgybela proteina G. Os primeiros
mensageiros, inicialmente, estimulam a producad\M&c e, entdo, acelera a capacitagéo.
Quando esta se completa, as mesmas moléculas iailpeotducdo de AMPc, como também a
reacao acrossomal espontanea. O plasma seminaraointém angiotensina Il que acelera
a capacitacdo de espermatozoéides ndo capacitadss,nédo inibe a reacdo acrossomal
espontanea em células capacitadas. Esta molédunailesa sintese de AMPc através de um
mecanismo indireto, via aumento dos niveis dé" @aracelular, que estimula a adenilato
ciclase de membrana (FRASER et al., 2005).

Os eventos moleculares implicados no processo phcitacao incluem a remocéao de
colesterol da membrana plasmatica do espermatqawitiexo de ions que altera o potencial
de membrana, e a fosforilacdo de proteinas, via,R#olvida na inducéo da hiperativacéo e
reacdo de acrossoma. A remocado de esterol dimiconteddo de colesterol/fosfolipidio, e
promove mudancas na fluidez de membrana e redig#ib das proteinas durante a
capacitacdo. Este efluxo de colesterol, possivekmetesfaz os microdominios lipidicos
ativando eventos de sinalizagdo envolvendo tirogjniases, proteina G e/ou outras
moléculas. Durante o transito nos tratos reprodutimasculino e feminino, o0s
espermatozoides sdo expostos a variacbes na cag@ntde ions e osmolaridade, que
alteram o potencial de membrana, influenciando dilidede, capacitacdo e reacdo de
acrossoma através da via do AMPc. A capacitac&péntlente de HGQ e seu movimento
transmembrana no espermatozoide seria respons&@l gumento do pH intracelular,
caracteristico desse evento. Este anion, juntanmmmeo C&', regula a sintese de AMPc
estimulando a enzima adenilato ciclase (VISCONHIe2002).

A reacdo de acrossoma é um evento secretorio, ibena¢do de enzimas hidroliticas,
desencadeado pela interagdo do espermatozoide amracdo. Embora inUmeros sistemas
mensageiros intracelulares estejam implicados @@uimica da reacdo seja complexa, a
abertura de canais de & seu consequente influxo desempenham uma impoifiam&o.

Em varios mamiferos, o aumento continuado d& i@&acelular, dependente do influxo de



37
Avaliacéo dos efeitos do inibidor de fosfodiesteras Saraiva, K. L. A.

Cd" extracelular, é induzido diretamente pela zonagigdsolubilizada. A fase inicial do
influxo de C&" induzido pela zona pellcida requer a ativacdo daeisale C& dependentes
de voltagem (VOCCs) (Figura 7) (JAGANNATHAN; PUBLOY/ER; BARRATT, 2002).

(a) Unidentified channel (b) Membrane
or ‘leak’ Hyperpolarization & ; depolarization
K* efflux b o 1
i A &
' Tiype 14 L 4 L TAPe
1A 2 3D [ K*channel opens H VOCC LG 2 s 5 U HVOCC
| e= | A Receptor
Y T Release from Y Y
Ca® pump Ca? H inactivation IP. 2 i
(ATPase) influx? pS'T 7 — f_:aé‘T
inhibited? } 2
6 IP;R YV
—=
T .Acrosome° 7y
[Ca?®] 4 4 — Ca2+S s «— it
' Store-operated
Y ¥ channel
Other capacitation events? Acrosome reaction

Figura 7. Regulacéo e ativacdo de VOCCs durante a capazitag@ducédo da reacdo de acrossoma pela zona
peltcida em espermatozdides de mamiferos.

Fonte: Jagannathan; Publicover; Barratt (2002).

Nota: As linhas vermelhas mostram as a¢bes causatives @ncomponentes das vias. Os nimeros vermelhos
se referem aos componentes especificos citadosoali2é cilindros azuis na membrana representamsdea
Cd" ou de cations transportadores do fluxo de iona gantro da célula. Os cilindros amarelos reprasemis
canais de K Os retangulos amarelos sdo as moléculas receptaréorma rosa representa a fosfolipase C
(PLC). (a) Possivel regulacao dos VOCCs tipo o potencial de membrana. Durante a capacitacdo: (1
efluxo reduzido de Gadevido a inibicdo da bomba ATPase dé'C¢) aumento da difusdo de Catravés da
bicamada devido a instabilidade causada pela remg&olesterol; e (3) aumento do influxo dé*@avido a
abertura de um canal ndo identificado, resultansiousn aumento de Gaintracelular (4). Alcalinizacdo
citoplasmatica (5) é também conhecida por ocomeantte a capacitacdo. A [€R e/ou o pH intracelular podem
regular um ou mais tipos de canais dé Ka membrana plasmatica do espermatozdide, causando
hiperpolarizacdo (6) do potencial de membrana. peitpiolarizacéo libera os VOCCs tipo T da inativa8e
visto que eles se tornam competentes para respanderstimulos provenientes da zona pellcida. riyarel
participacdo dos VOCCs tipo T e canais de fons @éveis ao Ca na inducdo da reacdo de acrossoma pela
zona pellcida. A ligacdo da zona pelicida (ZP)eorsceptor (1) ativa a PLC (2) e um canal de nati@o
identificado (3). A abertura do canal de cationilitabo influxo de C4&', causando despolarizacdo (4) da
membrana plasmatica, resultando na inativacdo @GGs tipo T. O breve influxo de Eagera um aumento
transitério (T) de [CH]; (C&'T; 5). O inositol trifosfato (IP3), gerado pelavaijdo da PLC, liga-se aos
receptores de IP3, provavelmente, no acrossomapérinitindo o influxo de Gae causando um aumento
continuado (S) de [C§; (C&'S; 8), que leva a reacéo de acrossoma. £SQaunca é gerado, a ndo ser que o
C&'T tenha ocorrido antes, indicando que ¢'Qae entra através dos VOCCs tipo T participa dateseque
levam & abertura dos canais de ions permeéveis’ao C

Desta forma, a capacitacdo e a subsequente reagcdacrdssoma Sao eventos
importantes no processo de fertilizacdo. Elas s8ereiais para o espermatozoide adquirir
habilidades de ligagdo e penetracdo na zona pellgidposteriormente, fundir-se com a
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membrana plasmaética do ovécito. Algumas substintiis como o colesterol, o €ae a
progesterona ¢y, estdo envolvidas na indugdo de mudancas nosnegfozoides. O primeiro
passo da capacitacdo é o aumento déifieacelular, bicarbonato e peréxido de hidrogénio,
que coletivamente estimulam a producdo de AMP@& pdenilato ciclase, que ativa a PKA
para fosforilar certas proteinas. Esse evento eaval desestabilizagdo da membrana
plasmatica, através da distribuicdo e composicapitkos, fosfolipidios e outras moléculas,
aumentando a fluidez da membrana (Figura 8). & €aum importante modulador da
capacitacao e reacao de acrossoma, e €, provave|noeprincipal mensageiro na troca de
informacéo entre o espermatozodide e o ovocito (Ri§). A B € um indutor fisiologico da
reacdo de acrossoma, visto que ela aumenta adighga@spermatozoide a zona pelucida,
induzindo a reacdo de acrossoma no trato reprodetminino (Figura 10) (WITTE;
SCHAFER-SOMI, 2007).
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Figura 8. Representacdo esquematica do efluxo de colest@mkembrana plasméatica do espermatozdide.
Fonte: Witte e Schafer-Simon (2007).

Nota: (A) ordenamento de lipidios na membrana plasmdticaspermatozoides ejaculados; a destribuicdo dos
fosfolipidios é assimétrica e os niveis de colestsfio relativamente altos. O seminolipidio, untdipidio
especifico, estd concentrado na membrana plasnatical. (B) Mudancas no ordenamento de lipidiasiche

a capacitacdo em um meio com albumina, bicarbamatiicio. Como resultado a assimentria dos fogthip

de membrana entram em colapso e permite o eflugdjado pela albumina, do colesterol bem como a ¢émo
lateral do seminolipidio.
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Figura 9. Representacdo esquematica do mecanismo de atidag@anais ibnicos de espermatozdides.

Fonte: Witte e Schafer-Simon (2007).

Nota: ZP; = proteina 3 da zona pellcida; R = receptor= @roteina G. Uma via consiste da ativacdo de um
canal de cation (C), que promove a despolarizagdmembrana plasmatica; o resultado da despoladzagé
ativacdo de um canal tipo T ativado por baixa wata (T). A outra via de sinalizacdo resulta de uma
alcalinizacdo temporatia do pH interno (pHAmbas as vias promovem a elevacdo continuadaZalg
necessdria para a reacdo de acrossoma.
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Figura 10. Representacdo esquematica da via de sinalizac&eagao de acrossoma induzida pelaeh
espermatozéides de garanhdo.

Fonte: Witte e Schafer-Simon (2007).

Nota: A P, atua na membrana plasmatica através do receptogerd@mico (RR), que € exposto durante a
capacitacdo. Este ativa a proteina tirosina quifB3&) ligada a fosfolipase C (PLC) diretamente \oa
proteina G (@. A ativacdo da PLC cliva o fosfatidilinositol 4bfosfato (PIB) em IR . DAG. A funcéo do IP3
ndo é clara, mas o DAG estimula a PKC e a trarspgmata a membrana. A PKC, entdo, abre os VOCCs,
promovendo o influxo de G& extracelular. O aumento de‘Citracelular leva & exocitose acrossomal.

Em espermatozéides, a homeostasia do° €aum modelo complexo, que envolve
véarios tipos de canais permedveis ad Qs membrana plasmatica e pelo menos dois
compartimentos intracelulares (Figura 11). Os catransmembrana (VOCCs), que servem
de mediadores para a despolarizacdo, via entrad2ade pelo sinal bicarbonato-AMPc-
PKA; juntamente com a nova familia de canais des i@atSpers), exclusivos dos
espermatozoéides e essenciais para a ativacdo dhda hiperativada; e a ATPase d&€Ca
de membrana (PMCA4), sdo expressos na peca piirtdgpaauda do espermatozoide. A
atividade do acrossoma ocorre via canal d& €msivel ao inositol 1,4,5-trifosfato (receptor
IP3; ou IRR), que se liga ao segundo mensageigelpromove o aumento da concentracdo de
C&*intracelular. Um outro compartimento que armaze#fd, ® envelope nuclear redundante
(RNE) ou grupo de vesiculas de membranas originddasivelope nuclear, existe na regido
do pescoco do espermatozéide e participa da reguldg batimento flagelar (JIMENEZ-

GONZALEZ, et al., 2006).
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Figura 11. Modelo de sinalizacéo do €a&m espermatozéide humano.

Fonte: Jimenez-Gonzalez, et al. (2006).

Nota: ATPases de Cade membrana (PMCA) e os trocadores dé- Nz (NCX) sdo mostrados em verde;
canais de Ca& na membrana plasmatica sdo mostrados em vermelfiBages do reticulo endoplasmatico
(SERCAs) de compartimentos intracelulares s&o mdasr em azul; e canais para mobilizacdo dé Ca
armazenado sdo mostrados em laranja (RyR — recegtodina caracterizado como um canal de liberagh
Cd" induzido por C&). (a) simples sistema de bomba de vazamento tmge@itamente no transporte através
da membrana plasmatica. A f(Jaé mantida pela PMCA/NCX e a sinalizacdo ocorravés da propagacéo de
canais na membrana plasmatica regulada por ligasegaindos mensageiros e/ou potencial de membrana.
Diferentes tipos de canais podem ser encontra@os)ifindo a celula gerar diferentes sinais de{[zde acordo
com a natureza do estimulo. (b) Mostra um sistesna @ompartimento de &zntracelular, que potencialmente
fornece sinais de [G§; mais complexos, e inclui canais de fons perme&ei€a" para prover o influxo
prolongado deste ion através da membrana plasmédjc8istema incluindo dois ou mais compartimemtes
Cd". Este sistema tem o potencial para mobilizacaaliada do C& armazenado e para a interacdo entre os
compartimentos.
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2.4 Testiculos

Os testiculos sao revestidos por uma firme capgguiasa, e possuem dois principais
compartimentos: o intertubular ou intersticial eeampartimento do tdbulo seminifero. O
intersticio contém vasos sanguineos, linfaticospéares néo fenestrados. O tipo celular mais
encontrado nesta regido € a célula de Leydig, falgeandrogénio, especialmente a
testosterona, bem como de uma variedade de outrdstps, tais como peptideos derivados
da propiomelanocortina, encefalinas e dinorfinagrfliberador de corticotropina, ocitocina,
e renina-angiotensina. Sua morfologia é caractdaizer abundante reticulo endoplasmatico
liso e mitocondrias com cristas tubulares, ambaegermlo enzimas associadas com a sintese
de esterdides. Os macréfagos sdo comumente obesrvad intersticio e, em algumas
espécies, pode atingir 25% do numero de célulastiBslos seminiferos sdo corddes
contorcidos cujas pontas estdo conectadas a uemsisie ductos (rete testis) através dos
tubulos retos. O compartimento do tubulo seminiterdelimitado pelo endotélio linfatico,
células mioides e elementos acelulares, os qua$pg, formam a membrana limitante do
tubulo. As membranas basais sdo vistas entre atasétndoteliais linfaticas, e entre as
células midides e as células dentro do tubulo. dglas midides sdo contrateis e oferecem
forca motora para o movimento do fluido e propulsfs espermatozdides pelo tubulo
(GARTNER; HIATT, 1999).

O processo pelo qual a espermatogbnia forma espmrdide € conhecido como
espermatogénese, que pode ser dividida em trés fhseroliferativa (espermatogonial), no
qual as células sdo submetidas a sucessivas divisbaoticas; 2 — meiltica
(espermatocitaria), cujo material genético € rednatdp e segregado; 3 — diferenciacdo ou
espermiogénica (espermatides), onde as espermasdestransformam em células
estruturalmente equipadas para fertilizar o ovogkaura 12). Existem trés tipos de
espermatogbnias: espermatogbnia célula-tronco, ermspogbnia proliferativa e
espermatogonia de diferenciacédo. As espermatogborgecidas por serem as ceélulas-tronco
sdo chamadas de espermatogonigs. (Ais), enquanto outras espermatogonias tipo A séo
proliferativas (Avareada— Apr € Auiinhada— Aal) € diferenciadas (A Az, As, Ay, intermediaria —

In, e tipo B). Ao final da fase de diferenciaca@spermatogdnia mais madura se divide para
formar o espermatocito primario jovem. Especificatagas células do tipo B se dividem para
formar espermatdécitos preleptéteno (Pl). A profdaegorimeira divisdo meiotica € de longa

duracdo, em torno de trés semanas, e com variapde®mldgicas (preleptéteno — PI,
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leptoteno — L, zigbteno — Z, paquiteno — P e diglot— Di). A metéafase, anafase e tel6fase
também fazem parte da primeira divisdo meiotican@iose |, e formam os espermatocitos
secundarios. A segunda divisdo meidtica ou meibssedue rapidamente para produzir
espermatides. Na fase espermiogénica, a espernsétittansforma em espermatozéide sem
divisao celular (DESJARDINS; EWING, 1993).
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Figura 12. Esquema de uma pequena por¢do de um tubulo serinif
Fonte: Desjardins; Ewing, 1993

Os espermatozoides sao as Ultimas células produzdbs testiculos durante o
processo regulado por horménio denominado espegéaése. Apos sua liberacdo dos
testiculos, eles devem completar sua maturacamt@ucatransito através do epididimo. Na
ejaculacdo, os espermatozoides estdo misturadosasosecrecdes da préstata e vesiculas
seminais e, mesmo que eles iniciem a motilidadejaando estdo prontos para fertilizar o
ovocito. Durante sua passagem atraves do tratbagéerininino, as células espermaticas sao

submetidas a uma série complexa de transformac@es eqvolve mudancas idnicas,



44
Avaliacéo dos efeitos do inibidor de fosfodiesteras Saraiva, K. L. A.

metabdlicas e de membrana que séo coletivamenisacks de capacitacdo, que permite a
ligacdo do espermatozéide a zona pellcida que ndecwo ovécito. Este processo estd
correlacionado com o efluxo de colesterol da mendbrplasmatica do espermatozoide,
aumento da fluidez de membrana, modulacbes na wwacéo intracelular de ions,
hiperpolarizacdo da membrana plasmética e aumemtfosiorilacdo da proteina tirosina.
Estes eventos celulares sao requeridos para agsidmge inducdo da hiperativacao e reacao
de acrossoma. Esta, € um evento exocitético, omemas proteoliticas (acrosina e
hialuronidase) sao liberadas e, desta forma, amespezoide pode penetrar na zona pellcida,
atingir e fundir-se com o ovdcito (FLAHERTY; LAMIRRDI; GAGNON, 2006; VISCONTI

et al., 2002).

As células de Sertoli sdo células somaticas eqagppdra manter a espermatogénese,
ou seja, ela controla as diferentes fases de delsamento das células germinativas que
estdo justapostas. Essas células possuem dois rtiongraos permanentes (basal e
adluminal) e um transitorio (intermediario) dentto epitélio seminifero. O compartimento
basal possui as espermatogbnias e espermatocéoa fse leptoteno da meiose. Essas
células tém acesso livre a substancias que sedéifurdo sistema linfatico e vascular e de
vesiculas pinocitdticas provenientes das célulastehiais e middes. Numerosas juncdes de
oclusdo entre as células de Sertoli na sua suigebf&so-lateral demarcam o compartimento
basal do adluminal. O compartimento intermediafiorénado durante o transito de células no
leptéteno do compartimento basal para o adlumirahwlve sucessiva formacdo e quebra
das juncdes de oclusdo. Aléem destes compartimemtasnplexo juncional entre duas células
de Sertoli também cria uma barreira de permeabléiddenominada barreira de células de
Sertoli, essencial para criar uma compartimentgdiaafisiologica dentro do epitélio
seminifero, com relacdo a composicao iénica, de@dweidos, carboidratos e proteinas. Além
de segregar o liquido que facilita a passagem sjpsrmatozéides em maturacdo ao longo dos
tubulos, as células de Sertoli secretam a proteimaligacdo de androgénios (ABP),
responsavel por concentrar a testosterona no céimpato adluminal do tdbulo seminifero
para a maturacao normal dos espermatozoides. Asséle Sertoli também secretam inibina,
que inibe a liberacdo de hormonio foliculo estimtéa(FSH) pela adeno-hipdfise; o ativador
de plasminogénio, que converte plasminogénio emméio proteolitico ativo plasmina; e
transferrina, proteina transportadora de ferro (BBAWLINA, 2008).

Duas populacdes de ceélulas de Leydig podem semhecaas no testiculo de
roedores: células de Leydig fetais (FLCs) e céldmseydig adultas (ALCs), que diferem na

topografia, estrutura, tempo de vida, capacidade paintese de androgénio e mecanismo de
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regulacédo pelas gonadotrofinas. As FLCs, arranjadagrupos, sédo encontradas a partir do
dia fetal 14.5 até o dia poOs-natal 25, identificagsela presenca da enzim@-BSD
(hidroxiesterdide desidrogenase) e receptores @ax@monio luteinizante. Seus precursores
sao os fibroblastos mesenquimais e originam-sedbold anterior dos mesonéfrons e, uma
pequena proporcdo, da crista gonadal. As ALCs sdmliwdidas em trés estagios de
diferenciacdo: (1) estagio progenitor — as célokéginam-se dos fibroblastos mesenquimais
(dia pés-natal 13-28) e produzem androsterona camaoogénio predominante; (2) estagio
imaturo — as ALCs produzem pequenas quantidadésstiesterona a partir do dia pés-natal
35, e tem o &androsteno-@ e o P-diol como principais produtos finais; (3) estagiaduro

- as células de Leydig ativamente produzem testosie como produto final e séo
completamente funcionais no dia pés-natal 90 (PAYNERDY, 2007).

A glandula pituitaria, sob influéncia da estimulachipotalamica, secreta dois
horménios glicoprotéicos que promovem a espermatsge Um deles, o FSH estimula
diretamente o tdbulo seminifero ligando-se as aslulle Sertoli e, possivelmente, as
espermatogbnias. O FSH é importante para iniciarespermatogénese durante o
desenvolvimento pubertal. Neste periodo, o FSHatseum pré-requisito para a acdo da
testosterona. O LH tem um efeito indireto na esp&vgénese via estimulacdo das células de
Leydig. Estas células contém receptores de supenii@ra LH e responde a estimulagéo
produzindo e liberando testosterona, que se difypade dentro do tubulo, livre ou ligada a
um carreador, tal como a albumina. Receptores geteahorménio também estdo presentes
nas ceélulas de Sertoli (DESJARDINS; EWING, 1993ke&recao episodica de LH suporta a
funcéo esteroidogénica da célula de Leydig atrdeésua interacdo com os receptores de LH
na superficie da célula, e pela subsequente esti@uide eventos dependentes de AMPc. Os
sitios especificos do receptor de LH ativam a dakeniciclase, dentro da membrana
plasmatica, apos a ligacdo do LH/hCG. A rapidanedtdcdo da adenilato ciclase é
responsavel pela acéo tréfica e esteroidogéniceHloa célula de Leydig via ativacdo da
proteina quinase e posterior fosforilacdo de pmateiregulatérias que controlam enzimas
esteroidogénicas envolvidas na biossintese de géwimm(DUFAU, 1988).

O transporte de colesterol para a mitocondria éasso determinante e dependente
de hormoénio para a sintese de esterdide. Duasaetedo criticas neste processo: a TSPO e
a StAR. Estas interagem para facilitar o transpdeecolesterol e fazem parte do amplo
complexo mitocondrial multimérico de proteinass tadbmo canais de anions dependentes de
voltagem (VDAC), proteina PAP7 associada a prot&imaslocadora, que também funciona

como uma proteina ancoradora de quinase A qugae liraz para o complexo a subunidade
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regulatéria & da PKA (Figura 13). A TSPO e a StAR transferenolesterol da membrana
mitocondrial externa para a interna, onde resigmama P45§, Esta enzima converte o
colesterol em pregnenolona, que é transferida paediculo endoplasmatico, onde ocorre a
sintese de testosterona através de uma série ¢éese@nzimaticas (HAIDER, 2004;
PAPADOPOULOS; LIU; CULTY, 2007).

} Catalytic
subunit

A B BB cAMP
‘J Cholesterol
. Pregnenoclone
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Figura 13. InteragBes proteina-proteina na membrana mito@rekterna.

Fonte: Rone; Fan; Papadopoulos (2009).

Nota: (A) Interacdes das proteinas TPSO, VDAC e o trartagor do nucleotideo adenina (ANT) no estado
celular basal. (B) Complexo formado apds estimudpdrmonal aguda. A TSPO, PAP7 e VDAC recrutam a
PKA-Rla. O acumulo de AMPc ativa a PK&sl liberando as subunidades cataliticas e fosfatdaa StAR
presente na membrana mitocondrial externa. A StRBrage com a TSPO e a VDAC e € introduzida na
membrana mitocondrial interna. O colesterol é partado para a membrana mitocondrial interna com a
assisténcia deste complexo de proteinas e do digamdgeno, o inibidor de ligacdo de diazepam (DBIp
colesterol interage com a enzima P450scc e é cinhw&m pregnenolona.

Recentemente, a expressdo de PDES5 foi detectadeéleias de Leydig e células
peritubulares, identificadas como midides, no te&di de ratos puberes e adultos. Foi
demonstrado que as células de Leydig contém GMiR@eroteina ligante (proteina Kinase
tipo I), a guanilato ciclase B, o receptor de mgui natriurético tipo C, e por estas células
expressarem 0s principais componentes da via do(@@o nitrico sintase e GCs). As
diferentes vias de sinalizacdo, estimuladas pelp LWHRH, peptideos natriuréticos e NO,

para producdo de hormoénios esterdides pelas céfigldseydig podem ser observadas na
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Figura 14. Nas células de Sertoli a expresséo debRiao foi detectada, mas diferentes PDEs
contribuem para o metabolismo de GMPc (SCIPION4lIget2005). De fato, a hidrélise de
GMPc nestas células é estimulada por membros ddidgaRDE1 dependentes de célcio-
calmodulina (CONTI et al., 1982, 1995; ROSSI etH85; ZHAO et al., 1997).

Processos mediados por GMPc no testiculo de mamiféto somente influenciam a
vasodilatacdo, mas também, a sintese de testostpeters células de Leydig, e a motilidade
de espermatozoides, através do relaxamento dasé@hidides da lamina prépria. Nestas
células, além da regulacdo da contratilidade, gpeesenta um fator importante na fertilidade
masculina, a modulacdo do GMPc deve afetar a serrele substancias, tais como,
componentes da matrix extracelular (fibronectirdagenos tipo | e IV, proteoglicanas) e
fatores de crescimento (TGFAGF-I, ativina-A) (SCIPIONI et al., 2005).
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Figura 14. Vias de traducéo de sinal hormonal na sintesesiesterona em células de Leydig.
Fonte: modificado de Figueiroa (2008).

Nota: O LH estimula a funcéo esteroidogénica atravésveates dependentes de AMPc (setas laranjas); o LERIhula outro sistema de segundo mensageiro
envolvido na hidrélise de lipidios de inositol pBlaC (setas verdes); o €acitosélico potencializa o transporte de colestpesh a mitocdndria e a atividade de uma
ou mais enzimas (setas lilases); e os peptideaanétitos (setas azuis) e o NO (setas vermelhaapaatravés das vias da guanilato ciclase.
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3 JUSTIFICATIVA

No ano de 2005 a Pfizer submeteu uma propostaoad and Drug Administration
(FDA) visando o uso do Sildenafil como terapia gpara hipertensdo pulmonar, e foi
aprovada para esta indicacdo. Recentes estudosnsigam que o Sildenafil atenua os
sintomas da hipertensdo pulmonar por aumentar enseo de sangue aos pulmdes. Sua
administracdo promove o relaxamento da paredeiareediminuicdo da resisténcia arterial
pulmonar. Devido a presenca de PDE5 na paredertiagms, musculo liso e pulmdes, este
farmaco atua nestas &reas e induz vasodilatagg@cumulacdo de GMPc pela inibigdo da
enzima (UTHAYATHAS et al., 2007).

Apesar de possuir uma eficacia terapéutica potemera diferentes desordens, o
tratamento com Sildenafil também provoca algumagdes adversas classificadas como
transitorias, de natureza leve e moderada, reladamao aumento da dose. Entre os efeitos
mais comuns estéo incluidos : cefaléia, ruborurantdispepsia, congestao nasal e alteracdes
visuais (PFIZER, 1998). Pela falta de esclareciogertde conhecimentos especificos sobre o
uso continuo de altas concentracfes desta drogandi@duo jovem com hipertenséo
pulmonar, fazem-se necessarios estudos morfoéfgms de diferentes tipos celulares.

Os nucleotideos ciclicos, AMPc e GMPc, desempentmportantes fungdes nas
células sométicas do testiculo, e regulam direttenenmicroambiente onde as células
germinativas se diferenciam, além de controlar looamente a funcédo testicular. A
expressdo da PDES5 nas células de Leydig e perérdsuto testiculo participa da modulacéao
das vias de transducdo de sinal do GMPc e, destmaaforegula a funcé&o reprodutiva
masculina (SCIPIONgt al., 2005).

Este estudo se propde a analisar possiveis alesrargdesteroidogénese e parametros
espermaticos de camundongos machos e puberes sagoéncia do uso continuado de altas
concentracdes de Sildenafil através de analisedolbgicas de células de Leydig e
espermatozoides, hormonais e moleculares paravp@ssinalogias com casos clinicos e

alertar problemas futuros no ambito da saude paiblic
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Quiais os efeitos do tratamento crénico com Sildesalire a esteroidogénese e

parametros espermaticos de camundongos?

50
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Analisar a acdo do Sildenafil sobre a esteroidoggreparametros espermaticos de

camundongoSwiss Webster machos e puberes.

5.2 Objetivos Especificos

Caracterizar o efeito do tratamento do Sildenaficoncentracdo de 25mg/kg sobre a
esteroidogénese através de analises morfologicamohais e moleculares:
a) Analisar a ultra-estrutura das células de Leydigsaptamento com Sildenafil;
b) Avaliar possiveis altera¢c6es na producédo de testos apos o tratamento;
c) Realizar andlises imunocitoquimicas e moleculaasspdincipais proteinas envolvidas
na via esteroidogénica (StAR, P450PKA, PKG, GCs).

Avaliar os parametros espermaticos apoés o tratanoem Sildenafil:
a) Avaliar os parametros de motilidade, vigor e iniggple de acrossoma e DNA dos
espermatozoides;

b) Realizar andlises ultra-estruturais e imunocitoieas para GCs, PKA e PKG;
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Solucéo de Sildenafil

A solucdo foi composta por agua destilada e Silider{®iagra, Pfizer) na
concentracdo de 25mg/kg/dia, administrada durantende dois meses (duracdes dos ensaios
experimentais), através de garrafas de agua maddsrdiariamente. A concentracdo da
droga na agua foi ajustada para manutencao dadd# et al., 2003).

6.2 Efeito do tratamento com Sildenafil sobre célakin vivo

Sessenta camundongBaiss Webster machos e puberes foram tratados diariamente
com Sildenafil 25mg/kg (trinta animais para cadaagm experimental). O grupo controle,
também composto por sessenta animais, recebeusapgna destilada. Apés o0 esquema
terapéutico os animais foram anestesiados condchboi de quetamina 115mg/kg e cloridrato
de xilazina 10mg/kg e, em seguida, o sangue fetadb via puncao cardiaca e armazenado a
-20°C para posterior analise hormonal. Seguida@ofg&io do animal, espermatozéides foram
coletados do epididimo para avaliacdo espermatwa@ssados para microscopia eletrénica
de transmissdo (MET), e fragmentos testicularemnforretirados e processados para
microscopia optica e MET. As carcacas dos aninua@i autoclavadas e descartadas em lixo
biolégico destinado a incineragdo. A responsalmkddeste procedimento foi do Biotério de
Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisas Aitrgalhdes, onde foram realizados os
experimentos. O presente projeto foi aprovado felmissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FIOCRUZ e encontra-se protocolado solirmero L-0035/2008 (Anexo A).
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6.31solamento de células de Leydig

O isolamento e a purificacdo de células de Leydrgrh modificados de Hedger e
Eddy (1986) e Wanderley e Negro-Vilar (1996). Ostiteilos dos animais foram
desencapsulados sem afetar os tubulos seminiBabs;ondi¢cdes assépticas, e digeridos em
solucdo enzimatica com 0.5mg/mL de colagenase, gif@im de inibidor de tripsina e
5ug/mL de leupeptina em meio Hank’s contendo 0.EB8A (HBSS/BSA), pH 7.4, em
banho maria (20min, 90Hz, 34°C). Posteriormentetesticulos foram resuspendidos em
50mL (volume final) de HBSS/BSA e submetidos a metitacdo. O sobrenadante contendo
as ceélulas de Leydig foi aspirado usando pipetastipbs, filtrado em membrana de nylon
70um e lavado em 50mL de HBSS/BSA. A suspensadacdhi centrifugada a 150 x g, 15
min, 20°C. O pellet obtido foi resuspendido em 5dd. HBSS/BSA, representando uma
suspensao de células intersticiais puras. Gradidteecoll de densidades descontinuas (20%,
35%, 43%, 68% e 90%) foram usados para obtenc&®ldéas de Leydig purificadas. A
suspensao de células de Leydig foi aplicada natiegrees e estes foram centrifugados a 800
X g por 30 min a 20°C. As células nas interfacesi®b e 43-68% foram aspiradas
cuidadosamente usando uma seringa e transferidasytms de centrifuga contendo M199 e
0.1% de BSA. Os tubos foram centrifugados a 150poig20 min e o sobrenadante foi,
posteriormente, descartado. Para remover o excesBercoll, o pellet de células foi lavado
duas vezes com M199 contendo 0.1% de BSA, e fimaknesuspendido na mesma solucéo.
Este procedimento obteve 70% de células de Leydigocdeterminado por microscopia
eletrbnica (HEDGER; EDDY, 1986). A viabilidade deglulas (90-95%) foi quantificada
usando azul de Tripan.

Para os ensaios de imunocitoquimica, as célulagyldig isoladas foram estimuladas
com 1mIU/mL de hCG a 34°C por 30 min para amplifcainal para deteccdo de proteinas.
Estas células foram imediatamente fixadas parasandbr microscopia eletrdnica.

6.4 Microscopia Optica (MO)

Os fragmentos dos testiculos foram lavados duassven PBS pH 7.2 e fixados por 8

horas em Bouin (Acido Picrico saturado 1%, Formo#Q% e Acido acético glacial),
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desidratados em série crescentes de etanol, diathos em Xilol, incluidos e emblocados em
parafina purificada (VETEC). A seguir, as amosfti@am cortadas em Micrétomo (Leica
RM2125RT) e coradas com Hematoxilina e Eosina (WENGI., 2005). A area de 100

células de Leydig foi determinada usando o prograximavision da Zeiss.

6.5 Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

Os fragmentos dos testiculos e células de Leydigdas foram lavados duas vezes
em PBS pH 7.2 e fixados overnight em solucéo caagtutaraldeido 2,5%, parafomaldeido
4% e tampao cacodilato de sodio a 0,1M, pH 7.2.espermatozdéides (ver item 6.8) foram
fixados overnight em solugéo contendo glutarald€@86 e 2mM de cloreto de calcio em
tampao cacodilato 0,1M. ApoOs o processo de fixagdamostras foram lavadas no mesmo
tampéao e pos-fixadas numa solucdo contendo 1%trdeitko de 6smio, 2mM Cagé 0,8%
de ferricianeto de potassio em tampao cacodilaidi0pH 7.2. Novamente lavadas em
tampéo cacodilato e contrastadas em bloco comtacg¢auranila a 2,5%. A seguir, elas
foram desidratadas em série crescentes de acéatéiltegdas e emblocadas em resina SPIN-
PON (Sigma Company, St Louis, MO). A polimerizaddidfeita a 60°C por 72 horas. Cortes
ultrafinos foram coletados em grades de niquel @&mBesh e contrastados com 5% de
acetato de uranila e citrato de chumbo (SARAIVAIet2006). As amostras foram analisadas
em microscoépio eletrénico de transmissao FEI Marg&aD.

Para o estudo de imunocitoquimica, as células gdiiesoladas e estimuladas com
hCG e espermatozéides foram fixados overnight docdo contendo 0,5% de glutaraldeido
e 4% de paraformaldeido em tampéo fosfato 0.1MsApfixacdo as amostras foram lavadas
trés vezes no mesmo tampao, incubadas com 50mModetoc de amonio por 40 min,
desidratadas em etanol e embebidas em resina Li:Whpolimerizag&o foi feita a 37°C
por trés dias (PEIXOTO et alL999).
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6.6 Imunocitoquimica das proteinas esteroidogénicaStAR e P45Q.) e testosterona,
anti-guanilato ciclase soluvel, subunidade catalita da proteina quinase dependente de
AMPc e proteina quinase tipo | dependente de GMPc

A investigacao através da técnica de imunocitoquénfoi realizada para localizar as
proteinas citadas acima utilizando anticorpos fwolais. Os cortes ultrafinos de células de
Leydig isoladas e estimuladas com hCG e de espezgides foram incubados com 0,02M
de PBS, pH 7.2, contendo 1% de BSA e 0.01% de Tvi2®@e(PBS-BT), por 30 min a
temperatura ambiente. ApOs 0 ensaio experimentahdenés, sec¢bes ultrafinas de células
de Leydig foram incubadas com cada um dos primearagorpos contra P45Q (1:200),
StAR (1:25) e testosterona (1:25), separadameateyrpa hora. Apds o0 ensaio experimental
de dois meses, seccdes ultrafinas de células did fyram incubadas por duas horas com os
primeiros anticorpos contra P450(1:200), StAR (1:25) e testosterona (1:25pvernight
com os anticorpos anti-guanilato ciclgidesoltvel (1:200), subunidade catalitica da preizin
quinase dependente de AMPc (1:50) e proteina quitips | dependente de GMPc (1:50),
separadamente. As sec¢des de espermatozoidesifmamadas, apenas, com os trés ultimos
anticorpos, separadamente. Os cortes foram lavadd3BS-BT e incubados com o segundo
anticorpo, IgG anti-coelho conjugado a ouro colbidéinalmente, os cortes foram
contrastados com 5% de acetato de uranila e ci@tchumbo (PEIXOTO et all999). A
analise quantitativa das particulas de ouro coldadaealizada através da contagem total das

nanoparticulas em 10 fotomicrografias de diferecéhslas de Leydig e espermatozéides.

6.7 Dosagem de testosterona

Os niveis plasmaticos de testosterona foram obfidosmeio de radioimunoensaio
(RIA) como descrito nas instru¢des do kit Coat-AdBoTotal Testosterone (DPC Medlab,
USA) no ensaio experimental de um més e pelo ki fgadioimunoensaio Testosterona
DSL-4100 (Diagnostics Systems Laboratories Inc,abeXJSA) no ensaio experimental de

dois meses.
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6.8 Parametros espermaticos

ApoOs dois meses de esquema terapéutico, suspessidaEsnaticas foram preparadas
através da coleta de espermatozéides da caudaididie@ dos animais, livre de gordura e
sangue, em placa de petri contendo solucdo Triecatp (37°C). Os parametros de
motilidade, vigor, intregridade do acrossoma e étADoram avaliados.

A motilidade, que € mensurada em %, indica quaeygermatozodides estdo se
movendo em avaliagdo realizada em microscopio @p€@cvigor (0-5) indica a velocidade
com gue as células esperméaticas estdo se movemdsid€ram-se dentro do padrdao de
normalidade para sémen fresco, valores de motéidesgphermatica minima de 70% e vigor
espermatico igual a 3. A integridade do across@mnavialiada pelo método FITC-PNA, onde
200 células foram contadas e analisadas em migsdé fluorescéncia de acordo com a
presenca de acrossoma integro (verde-fluorescené&yossoma reagido (corado, mas nédo
fluorescente), caracteristico da capacitacao esjiEan A integridade do DNA foi analisada
pelo método Acridine-Orange pela propriedade flsoeate das células (n=200). Aquelas que
se apresentaram verde fluorescente eram possuidera®NA integro, e aquelas com
coloracao laranja tinham o DNA lesado (ELSHAL et 2009; GLENN et al2007).

6.9 Imunoblot das sintases de NO (eNOS, iNOS e nNDS

Para analise da expressao das proteinas por Westanapos dois meses de
tratamento, as células de Leydig isoladas e esiniagl com hCG, foram incubadas e lisadas
em amostra tampéo (62.5mM de Tris/HCI, pH 6.8, 20w de SDS, 10% de glicerol e
50mM de ditiotreitol — DTT) por 1 hora. O extrate délulas foi transferido para tubos de
microcentrifuga e sonicado por 10-15s para o csaémto do DNA e reducédo da viscosidade
da amostra. O conteudo de proteina foi quantificadaliquotas (25ug de proteina) das
amostras foram submetidas a eletroforese em 10%ebele poliacrilamida-SDS por 45
minutos a 200 V. Os géis foram embebidos em tandpéaoansferéncia (25mM de Tris/HCI,
192mM glicina e 20% [vol/vol] de metanol, pH 8.3)ril0 minutos, colados entre uma folha
de papel de nitrocelulose e duas folhas de papéltadee montados em um dispositivo de

immunoblotting (Bio-Rad), no qual as proteinas setrotransferidas para o papel de
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nitrocelulose a 70 V (350 mA) em um tampéao de femdacia. A membrana foi bloqueada
por 2 horas, a temperatura ambiente, com 5% denatlauem 20 mM de Tris/HCI, pH 7.5, e
0.154 M de NaCl. O papel de nitrocelulose foi, enidcubado overnight a 4°C com anti-
eNOS (1:1000), anti-nNOS (1:1000) e anti-iINOS (D)25Ap6s trés ciclos de lavagem, o
anticorpo secundério IgG anti-coelho conjugado sfatase alcalina foi adicionado a
membrana por 1.5 hora a temperatura ambiente. Astaanfoi lavada e a expressdo das
proteinas foi revelada e analisada (ABUELHIJA et aD08; ALVAREZ et al., 2008;
UDRISAR et al., 2005).

6.10 Analise estatistica

A significancia dos resultados foi analisada peésté t, Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis.
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7 RESULTADOS

7.1 Ensaio experimental de um més

7.1.1 Andlise de células de Leydig por microscdpitica

Nenhuma diferenca morfologica foi observada entlilas de Leydig do grupo

controle e do gupo tratado.

7.1.2 Ultra-estrutura de células de Leydig

No tecido testicular, as células de Leydig cont@eresentaram formato poligonal
irregular, em alguns casos um nudcleo assimétricalitado excentricamente no corpo da
célula com nucléolo aparente, nucleoplasma clargruemos de heterocromatina pouco
massivos na superficie interna do envelope nucl@ar.filopddios eram projetados e
interdigitados com os da célula adjacente. O retiendoplasmatico liso (REL) tubular era
abundante, consistindo de tubulos interconectadosficados e anastomosados, dispersos no
citoplasma. Ocasionalmente, o REL circundava mitddas e goticulas de lipidios. Circulos
concéntricos de REL eram frequentemente observadosticulo endoplasmatico rugoso
(RER) era escasso, localizado principalmente nggdes perinuclear e periférica. As
mitocondrias eram numerosas e espalhadas no aitoal@om distribuicdo irregular. Seu
tamanho era variavel e apresentavam cristas espesshulares. Varios complexos de Golgi
estavam distribuidos no citoplasma, frequentemententrados préximo ao polo da célula,
uma vez que o nucleo é localizado excentricamékitgrins corpos densos, provavelmente
lisossomos, foram detectados. Os peroxissomos ntinliarmato irregular e foram
identificados em porgbes do citoplasma. Véariascgtdas de lipidio, de tamanhos variaveis,
foram observadas no citoplasma (Figura 15: A, G.e E

As células de Leydig tratadas com Sildenafil apresam todas as organelas citadas

acima. Algumas diferengas foram observadas, tamoc&®EL vesicular, consistindo de
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vesiculas separadas de diametros variaveis. |l&d tubular apareciam entre as vesiculas.
Alguns vacuolos eram encontrados no citoplasméaépien, provavelmente abrindo-se para o
espaco extracelular. As mitocondrias apresentasmiatadas com cristas descontinuas.
Vérias vesiculas foram observadas na periferia dwsulos concéntricos de REL,
possivelmente involvidas na secrecdo de precusssarenonais (Figura 15: B, D e F). Todas
essas alteracdes sdo tipicas de células ativadasapacidade esteroidogénica aumentada.

Alteracbes morfologicas similares foram observaglascélulas de Leydig isoladas.
Entretanto o REL apresentou-se trabecular. Estaangadpoderia estar relacionada com o
procedimento de isolamento. A estimulagdo com hC#® alterou as caracteristicas
ultraestruturais das células isoladas dos gruptado e controle (Figura 16).

7.1.3 StAR, P45Q. e Testosterona nas células de Leydig

A imunocitoquimica revelou que a via esteroidogé&mstava significativamente mais
ativa nas células de Leydig tratadas com Sildendfircacao evidente para StAR, P45@
testosterona foi detectada no citoplasma de cétrdtadas, quando comparado as amostras
controles. Entretanto, em relacdo a deteccdo da.R4Bma forte reacdo foi observada na

mitocondria (Figura 17 e Tabela 1).

7.1.4 Concentragéo de testosterona no soro

Os niveis de testosterona no soro foram signifiaatente maiores nos animais
tratados com Sildenafil quando comparado aos destr@ann-Whitney, p<0.01). Os

parametros dos dois grupos sdo mostrados na @bela
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o “500 nin

Figura 15. Seccdes transversais ultrafinas de células deid.elpd testiculos.

Nota: A C e E — células de Leydig ndo tratadas mostramdicleo (N), goticulas de lipidio (L) varias
mitocdndrias com cristas tubulares (M), reticul@a@lasmatico liso tubular (SER), reticulo endoplassco
rugoso escasso (seta) e peroxissomos (estrel&).eBF — células de Leydig tratadas com Sildend&ihg/kg
apresentando nucleo (N), goticulas de lipidio (lspssomo (seta aberta), mitocondria dilatada coistas
desarranjadas (M), reticulo endoplasmatico lisoicuésm (SER), circulos concéntricos de reticulo
endoplasmatico liso (estrela branca) com vesiaitagndantes (setas brancas), vaculos dispersosaptasma
(estrela preta) e Golgi (seta preta). Barras, {AmB, C, D); 500 nm (E, F).
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Figura 16. Secgdes transversais ultrafinas de células de geésaliadas.

Nota: (A) Células de leydig controles ndo estimuladas b@®&; (B) células de Leydig tratadas com SilderZihg/kg sem
estimulo com hCG; (C) células de Leydig controlsmuladas com hCG; (D) células de Leydig tratazlastimuladas com
hCG. L, goticulas de lipidio; M, mitocéndrias corstas tubulares; N, nlcleo; SER, reticulo endopédio liso trabecular.
Barras, 500 nm.
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Z00/nm

Figura 17 Imunocitoquimica para StAR, P450e testosterona.

Nota: A, C e E — fraca marcacéo para StAR (A), R45() e Testosterona (E) foi observada em células de
Leydig controles (setas); B, D e F — Marcagédo adatenpara StAR (B), P450Q (D) e Testosterona (F) foi
detectada nas células de Leydig apds o tratamemmo Sildenafil (setas). L, goticulas de lipidio; M,
mitocdndrias com cristas tubulares; N, nicleo; StERculo endoplasmatico liso; V, vactolo. Bar2@) nm.
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Tabela 1 Analise quantitativa da distribuicdo de particutzrcadas com ouro em células de Leydig controtestadas com Sildenafil
25mg/kg. por um més.

NUMERO DE PARTICULAS MARCADAS COM OURO

StAR PA450Q.. Testosterona
Sildenafil Sildenafil Sildenafil
Controle Controle Controle
(25mg/Kg) (25mg/KQ) (25mg/Kg)
Mitocbndria 1+1.333 4.9+4.581 3.1+1.449 9.8+4.341*0.3+0.675 2.6+2.875
SER 0 3.614.971 0.8+1.317 2.8+1.989 0.6+0.699 4762
Goticulas de
o 0 3+5.621 0 0 0 1.333+1.506
lipidio

Vacuolos 0.222+0.441 0.3+0.675 0.143+0.378  0.54#©.920.143+0.378 3.889+8.373

Contagem
otal 1.2+1.317 10.6+£10.426* 4+2.108 13+4.163* 1+1.054 +@.092*
ota

Nota: Mudancas significativas foram encontradas nas@ghhtadas (*Kruskal-Wallis, p< 0.01). Média detjpalas marcadas com ouro
(média + D.P.); n = 10.
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Tabela 2Efeito do tratamento com Sildenafil durante um sd®re os niveis de testosterona no soro (ng/mL).
NIVEIS DE TESTOSTERONA NO SORO (ng/mL)

Mann-
N Média Minino Maximo D.P. _
Whitney
Controle 16 0.39 0.13 1.60 0.36
Sildenafil Z=23.26
17 4.84 0.17 14.00 5.14

(25mg/KQ)

Nota: Diferenca significativa entre as amostras contedi@tada (Mann-Whitney, p<0.01).
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7.2 Ensaio experimental de dois meses

7.2.1 Andlise de células de Leydig por microscapitica

Nenhuma alteracédo significativa foi observada rsaologia das células de Leydig
(Figura 18: A e B). Entretanto, as células do grtratado com Sildenafil apresentaram uma
area maior, quando comparada as controles (Mant@hip = 0,0985; Média + D.P.:
controles 134,81 pf 40,39; tratadas 140,96 it 32,42).

7.2.2 Ultra-estrutura de células de Leydig e esptndides

As caracteristicas ultra-estruturais das célulasLeldig testiculares dos animais
controles sdo similares aquelas descritas no itér {Figura 19: A e B). Apds o tratamento
com Sildenafil 25mg/kg durante dois meses, as a®lulle Leydig, aparentemente,
apresentaram-se hipertrofiadas com abundante REicopw@esicular, mitocondrias com
cristas tubulares, inumeros circulos concéntricofRBL, e consumo das reservas lipidicas,
possivelmente, relacionado com a producao horn{éigra 19: C, D, E e F).

Os espermatozoides do grupo controle apresentarambrana plasmatica com
aparéncia ondulada em todo o comprimento do nudemssoma e peca intermediaria. O
balonismo da membrana pode ser atribuido aos sgieovocados pelo processo de fixacao.
O acrossoma apresentou-se como uma estrutura detsamatrix homogénea, ligado por
uma unidade de membrana. A membrana acrossomahaxtietectada proxima & membrana
plasmatica, estava continua com a membrana acraksmerna. Separando o acrossoma do
nacleo foi observado o espaco subacrossomal (FRurd, C e E). A bainha mitocondrial
estava arranjada em um padrédo helicoidal em tooncedtriolo distal e da porcdo basal do
complexo axonemal. O centriolo distal pode serritescomo um corpo basal que, no final
da cauda, apresenta-se como nove pares centmnaigdtibulos periféricos. O par central de
microtubulos tornou-se aparente na margem diss&hdestrutura (dados ndo mostrados). Os

espermatozoides do grupo tratado com Sildenafiesgmtaram as mesmas caracteristicas
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descritas acima, mas as mitocondrias da peca iati#éne estavam vacuolizadas (Figura 20:
B,DeF).

7.2.3 Imunocitoquimica para StAR, P4&0testosterona, anti-guanilato ciclggk soluvel,
subunidade catalitica da proteina quinase depemdBtAMPc e proteina quinase tipo |
dependente de GMPc

Nas células de Leydig, a imunocitoquimica revelomento significativo de marcacéo
para P45Q, guanilato ciclase soluvel, PKA e PKG nas célulasadas com Sildenafil,
entretanto nenhuma diferenca significativa de ng@edoi observada entre os grupos, tratado
e controle, para StAR (Figura 21 e Tabela 3).

Nos espermatozéides foram analisados cabeca eimegaediaria. Para guanilato
ciclase solavel ndo houve diferenca significativa rdarcacdo entre os grupos, tratado e
controle, na peca intermediaria, mas a marcacavastignificativamente diminuida na
cabeca das amostras tratadas com Sildenafil. A doitoguimica para PKA demonstrou
diminuicao significativa de marcacao nas amostetadas. Nao houve mudanca significativa

na marcacgao para PKG entre as amostras tratadasreles (Figura 22 e Tabela 4).

7.2.4 Concentragéo de testosterona no soro

N&o houve diferenca significativa nos niveis déostsrona no soro entre 0s grupos

(Mann-Whitney, p = 0,0864). Os parametros dos gnipos sdo mostrados na Tabela 5.

7.2.5 Avaliacéo dos parametros espermaticos

Ndo houve mudancas significativas nos parametrqeeresticos, tais como
motilidade, vigor, integridade do acrossoma e DBPQgs o tratamento crénico com Sildenafil
(Tabela 6, 7 e 8).
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7.2.6 Imunoblot das enzimas eNOS, INOS e nNOS

Como descrito no artigo de Weissman et al. (208%)células de Leydig isoladas e
estimuladas com hCG nédo expressaram as trés sirtas@xido nitrico, logo ndo possuem o

sistema de producgdo enddgeno deste radical (F2ur&, B e C).



Avaliacéo dos efeitos do inibidor de fosfodiesteras SARAIVA K. L. A

Figura 18 Microscopia Optica de células de Leydig.
Nota: (A) Células de Leydig controles; (B) células degydlig apds o tratamento com Sildenafil. Barras, 80 p
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Figura 19 Seccdes transversais ultrafinas de células deid el testiculos.

Nota: A e B — células de Leydig ndo tratadas mostranditen((N), goticulas de lipidio (L) mitocéndrias com
cristas tubulares (M), reticulo endoplasmatico tisoular (SER), reticulo endoplasmatico rugoso sstdseta
branca) e circulos concéntricos de reticulo endomddico liso (estrela). Barras, 1 um.
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Figura 19 Seccdes transversais ultrafinas de células deid elypd testiculos.
Nota: C e D — células de Leydig tratadas com Silden&fihg/kg apresentando nucleo (N), goticulas de lpidi

(L), mitocondrias com cristas tubulares (M), aburidareticulo endoplasmatico liso pouco vesiculdEREH
circulos concéntricos de reticulo endoplasméat&w (estrela). Barras, 1 pm.
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Figura 19 Secc0es transversais ultrafinas de células deid el testiculos.

Nota: E e F — células de Leydig tratadas com Silden&fih@/kg apresentando nicleo (N), goticulas de tpidi
(L), mitocdndrias com cristas tubulares (M), abumidareticulo endoplasmatico liso pouco vesiculERE
circulos concéntricos de reticulo endoplasmatim (estrela). Barras, 1 um (E); 500 nm (F).
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Figura 20 Seccdes transversais ultrafinas de espermatozéides

Nota: A, C e E — espermatozéides controles mostrandoceabeom membrana plasmatica (setas
espessas), acrossoma (estrela), espaco subacrbgastedasco) e nucleo (N); e peca intermediaria co
mitocondrias em torno do centriolo e complexo armale(setas finas). B, D e F — espermatozoéides
tratados apresentando mitocondrias vacuolizadtasfs®arras, 500 nm.
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Figura 21 Imunocitoquimica para StAR, P450guanilato ciclase solavel, PKA e PKG.

Nota: A, C e E séo células de Leydig controles. B, Dséi& células de Leydig tratadas com Sildenafil. A
e B — nenhuma diferenca significativa de marcagia BtAR (setas); C e D — aumento da marcacao para
P45Q,. foi detectada nas células tratadas (setas); E-eafmento da marcacao para guanilato ciclase
soluvel foi observado nas células tratadas (seBasjas, 0.5 pm.
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Figura 21 Imunocitoquimica para StAR, P450guanilato ciclase solavel, PKA e PKG.

Nota: Imunocitoquimica para StAR, P450 guanilato ciclase solavel, PKA e PKG. G e | séllas de
Leydig controles. H e J séo células de Leydig ti@acom Sildenafil. G e H — aumento da marcacaa par
PKA foi detectada nas células tratadas (setas)] +eaumento da marcacéo para PKG foi detectada nas
células tratadas (setas). L, goticulas de lipidipmitocondrias; N, nicleo; SER, reticulo endoplasco

liso. Barras, 0.5 pm.
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Tabela 3Analise quantitativa da distribuicdo de particutescadas com ouro em células de Leydig controtest@das com Sildenafil 25mg/kg por dois meses.

75

NUMERO DE PARTICULAS MARCADAS COM OURO

StAR P45Q.c GCs PKA PKG
Sildenafil Sildenafil Sildenafil Sildenafil Sildenafil
Controle (25mg/Ka) Controle (25mg/K) Controle (25mg/K) Controle (25mg/Ka) Controle (25mg/Ka)
m m m m m

N=16 IrI N=17 IrI N=16 IrI N=39 IrI N=36 IrI

N=28 N=29 N=19 N=42 N=39

Contagem
I 16,31+17,11 10,1345,35 16,05+8,54 36,3+10,30% 4,05+2.46| 26,85+8,87* 24,72+10,21 34,27+13,25* 13,05+6,09 44,57+11,21*
tota

Nota: Mudancas significativas foram encontradas nas @gltrhtadas para P450(*teste t, p<0,0001), GCs (*Mann-Whitney, p<0,0D0RKA (*teste t, p = 0,0004) e PKG (Mann-
Whitney, p<0,0001). N&o houve diferenca significatpara a StAR (Mann-Whitney, p = 0,7669). Médigédsdiculas marcadas com ouro (média + D.P.).
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Figura 22 Imunocitoquimica para guanilato ciclase soliv&lAR PKG.

Nota: A, C, E e G sdo espermatozdides controles. B, [, # sdo espermatozdides tratados com
Sildenafil. A e B — diminui¢éo significativa de macéo para GCs na cabega (setas); C e D — nenhuma
diferenca significativa de marcagédo para GCs na ji@grmediaria (setas); E, F, G e H — reducéo da
marcacédo para PKA foi observada nos espermatoztiitados (seta. Barras 0.5 un



77
Avaliacéo dos efeitos do inibidor de fosfodiesteras SARAIVA K. L. A.

i ST

= : 5 “ ke 055 .

Figura 22 Imunocitoquimica para guanilato ciclase soluv&lAR PKG.
Nota: I, J, L e M — nenhuma diferenca significativa derecagdo para PKG foi detectada (setas). Barras
0.5 pm.



78
Avaliacéo dos efeitos do inibidor de fosfodiesteras SARAIVA K. L. A

Tabela 4 Analise quantitativa da distribuicdo de particulearcadas com ouro em espermatozéides controlegagldis com
Sildenafil 25mg/kg.

NUMERO DE PARTICULAS MARCADAS COM OURO

GCs PKA PKG
Sildenafil Sildenafil Sildenafil
Controle (25mg/Ka) Controle (25mg/Ka) Controle (25mg/Ka)
m m m
N=12/ 14 gra N=11/19 gra N=13 /22 gra
N=15/19 N=10/ 33 N=9 /20

Cabeca 58,30+36,23 21,68+14,22* 24,5+10,92| 14,9+7,51% 33,57+19,6626,3+12,43

Peca
_ (;" . 4.6+3,35 3,95+3,11 25,45+11,031,44+6,11*| 39,43+14,22 44,28+21,93
intermediaria

Nota: Mudancas significativas de marcacdo foram encoasram espermatozéides tratados para guanilatseicalivel
(cabeca - *Mann-Whitney, p = 0,0005) e PKA (pegarmediaria - *Mann-Whitney, p<0,0001; cabeca e¢te t, p = 0,0241).
Nenhuma diferenca significativa foi detectada nacaigio com PKG. Média de particulas marcadas com(média = D.P.).
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Tabela 5Efeito do tratamento com Sildenafil durante doisesesobre os niveis de testosterona no soro (ng/mL)
NIVEIS DE TESTOSTERONA NO SORO (ng/mL)

Mann-
N Média Minino Maximo D.P. _
Whitney
Controle 10 1.45 0.1 8.75 2.59
Sildenafil p = 0,0864
9 6.69 0.3 27.5 10.11

(25mg/KQ)

Nota: Nenhuma diferenca significativa entre as amoswagrale e tratada (Mann-Whitney, p = 0,0864).
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Tabela 6Efeito do tratamento com Sildenafil sobre motilidadvigor de espermatozdides.

SARAIVA K. L. A.
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CONTROLE SILDENAFIL
Motilidade Motilidade
ANIMAIS _ _ - .
espermatica Vigor espermatica Vigor
(%) (%)
N =10 79 3,9 83 4.4

Motilidade (teste t, p = 0,4999); vigor (Mann-Watn p = 0,5205)

Nota: Nenhuma diferenca significativa entre as amostoatrale e tratada (motilidade: teste t, p = 0,4999;
vigor: Mann-Whitney, p = 0,5205).
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Tabela 7Efeito do tratamento com Sildenafil sobre a intgagie do acrossoma de espermatozdides.

% DE ACROSSOMAS INTEGROS

Animais

Controle

Sildenafil

N =10

166,8

160,2

Mann-Whitney, p = 0,385

Nota: Nenhuma diferenca significativa entre as amostagrale e tratada (Mann-Whitney, p = 0,385).
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Tabela 8Efeito do tratamento com Sildenafil sobre a intgagie do DNA de espermatozéides.

% DE DNA INTEGROS

Animais

Controle

Sildenafil

N =10

100

99,3

Mann-Whitney, p=0,1306

Nota: Nenhuma diferencga significativa entre as amosiasrale e tratada (Mann-Whitney, p = 0,1306).
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Figura 23 Western blot das sintases de 6xido nitrico em agldé Leydig.

Nota: Auséncia de expressdo da eNOS.
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Figura 23 Western blot das sintases de 6xido nitrico em agldé Leydig.

Nota: Auséncia de expresséo da iNOS.
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C Peso molecular da nNOS: 160 KDa

Figura 23 Western blot das sintases de 6xido nitrico em agldé Leydig.
Nota: Auséncia de expressédo da nNOS.



86
Avaliacéo dos efeitos do inibidor de fosfodiesteras SARAIVA K. L. A

8 DISCUSSAO

A importancia do GMPc na esteroidogénese pode semodstrada através do
mecanismo de acgdo do Sildenafil. Particularmerts testiculos, este nucleotideo ciclico esta
envolvido na motilidade de espermatozéides, dedeinvento das células germinativas
testiculares, relaxamento das células da lamingrigrg@eritubular, producéo de testosterona
nas células de Leydig e dilatacdo dos vasos sasmgitesticulares (MIDDENDORFF et al.,
2000).

As células de Leydig, secretoras de esterbidegylamg o desenvolvimento e a
atividade do trato reprodutivo masculino e as d¢aréticas sexuais externas, e pode
estimular a espermatogénese nos tubulos seminifédas horménios esterdides séo
sintetizados a partir do colesterol em um processomatico de varias etapas, no qual a
StAR transporta o colesterol de armazenamentodacetupara a membrana mitocondrial
interna para ser convertido em pregnenolona pelamen P45Q., A pregnenolona é
transportada e enzimaticamente convertida em @sowgs de testosterona no REL antes da
sintese de testosterona (CLARK; COCHRUM, 2007; YA&t@l., 2007).

Este é o primeiro estudo a demonstrar os efeitdsatlimento crénico com Sildenafil
sobre a esteroidogénese de células de Leydig. EShlaks consistem de abundante REL,
numerosas mitocéndrias com cristas tubulares e @mero variavel de goticulas de lipidio,
que participam ativamente da biossintese hormonal.

Apds um més do esquema terapéutico com Sildenaél, células de Leydig
apresentaram REL vesicular, vacuolos espalhadogitoplasma e maior consumo das
reservas lipidicas, caracteristicos de uma cékdeetora ativa. Segundo Ohata (1979), esses
vacuolos sdo derivados de vesiculas de REL cont&ggtosterona, e que eles poderiam
migrar para a superficie celular e abrir-se no @speatracelular.

A funcéo dos circulos concéntricos de REL contimgarta. Existe a hipotese de que
esta organela armazena o colesterol usado na esidegestosterona (OHATA, 1979).
Interessantemente, as células de Leydig tratadasStdenafil apresentaram varias vesiculas
na periferia dos circulos concéntricos de REL, goederiam estar relacionadas com o
transporte dos precurssores hormonais.

As células de Leydig isoladas, tanto do grupo cb@tuanto do tratado, apresentaram
caracteristicas ultra-estruturais similares aquedhslas do testiculo; entretanto, nas células

tratadas o REL mostrou-se com aspecto trabecussa. d&teracdo morfoldgica poderia estar
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relacionada com o processo de isolamento, uma wuezogtesticulo foi digerido em uma
solucdo enzimética, provavelmente afetando a redigathentos.

Todas as alteracdes ultra-estruturais das célelaeydig observadas apds um més de
esquema terapético poderiam estar relacionadasocanmento da sintese de testosterona,
resultante da inibicdo da PDES5 e acumulo de GMBR@& Ponfirmar esta hipotese, um estudo
imunocitoquimico e hormonal foi executado. Os reslds indicaram um aumento de
marcacao para StAR, P450e testosterona nas células de Leydig isoladasneudsdas com
hCG do grupo tratado. Um aumento significante deosterona plasmatica foi observado no
grupo tratado em comparag¢ao com o controle.

Interessantemente, apdés dois meses do esquemautirap as células de Leydig
apresentaram sinais de adaptacdo ao tratamento.ekposicdo prolongada a um estimulo
pode reduzir a resposta celular pela alteracaoatpuimaria de sinalizacéo, fazendo a célula
retornar a uma situagao desligada (ALBERTS et26lQ4). O REL apresentou-se pouco
vesicular e as mitocondrias com cristas tubulddés. foi observado diferenca significativa de
marcacdo para StAR, uma importante proteina quaisato transporte de colesterol para
producao de esterdides. Logo, é esperado que teapmrcolesterol para a mitocondria seja
semelhante para os dois grupos, bem como a prodigdestosterona, apesar das outras
proteinas (P45Q, PKA, PKG e GCs) apresentarem imunolocalizacdo eatswla. Além
disso, houve uma grande variancia nos niveis destesona entre os animais do grupo
tratado, resultando em dados néo significativossapde uma tendéncia para aumento do
nivel hormonal.

Os inibidores de PDE5 exercem seus efeitos farmgimals através da inibicdo da
PDES5, uma enzima responsavel pela degradacao da GWiNRis elevados deste nucleotideo
ciclico afetam muitas fungdes intracelulares. O anexno de acdo destas drogas poderia
estar envolvido na ativacao da via esteroidogémisacrecao de testosterona, uma vez que a
PDES5 foi recentemente identificada nas células dgdig (SCIPIONI et al., 2005). Os
horménios esterdides sao sintetizados a partir aesterol nas gbnadas em resposta aos
horménios pituitarios, tal como LH pela via classiprimeiro mensageiro / segundo
mensageiro. Para delinear o mecanismo de induc&intese de testosterona pelo hCG, um
estudo foi realizado para investigar mudancas peaeszéo deBHSD-1, P45Q..e StAR nas
células de Leydig de camundongos, e uma expressderaada destas enzimas foi detectada
(YANG et al., 2007). No presente trabalho, aposatatento cronico com Sildenafil durante
um més, células de Leydig isoladas e estimuladasf©G apresentaram imunolocalizacéo

aumentada para StAR, P45 testosterona. Estes dados indicam que o SiilenathCG,
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possivelmente, atuariam sinergisticamente para aiames niveis de GMPc através de
diferentes mecanismos. O hCG aumenta a produgaecehilar de GMPc por ativar o sistema
da guanilato ciclase (LIN et al., 1979; MUKHOPADHYALEIDEBERGER 1988), e o
Sildenafil induz uma acumulacédo de GMPc por inidbiPDE5, ou por atuar via mecanismo
dependente de NO ou ANP (PRESTON et al., 2004).

O GMPc é sintetizado por duas classes de enzimamattas guanilato ciclases, e
ambas geram GMPc a partir do GTP intracelular. Aangato ciclases particuladas séo
receptores de membrana que ligam peptideos naitasé guanilina. A GCs é um receptor
de Oxido nitrico, heterodimérico e com grupo pristé heme. Ela consiste de duas
subunidadesy e B, que tornam a enzima ativa. O GMPc atua diretagneoin efetores, tal
como proteina quinase dependente de GMPc, camgagdob a nucleotideos ciclicos, e
fosfodiesterases reguladas por GMPc (KRUMENACKERURAD, 2006; WONG,;
GARBERS, 1992).

Andric et al. (2007) descreveram que a estimulaEi@ambas guanilatos ciclases e
inibicdo da PDESn vitro foram acompanhadas pela elevacdo de GMPc e podiga
androgénio. Entretanto, a inibicdo da GCs e PK@aziedsignificativamente a fosforilacdo da
StAR, levando a reducéo da esteroidogénese. Dastenf 0s autores sugerem que o GMPc
participa da esteroidogénese das células de Leydidosforilacdo da StAR pela PKG. O
presente trabalho demonstrou, através da técnicandeocitoquimica, um aumento da
expressdo das proteinas quinases PKA e PKG ndasélel Leydig ap0s o tratamento com
Sildenafil, que poderia estar relacionado com afofdacdo de proteinas da via
esteroidogénica. Além disso, o aumento de margagé&oGCs nestas células, possivelmente,
indica uma maior formacao de GMPc.

Um estudo investigou os efeitos dp-BMA, um potente ativador da PKC, sobre a
producao de testosterona e acumulo de GMPc, indsizidr peptideo natriurético atrial, em
células de Leydig. Este composto inibiu a produgédestosterona e reduziu os niveis de
GMPc através do aumento da atividade de fosfodasss, estimulada pela PKC. A producéo
de testosterona e formacédo de GMPc foi completarenertida na presenca de um inibidor
de fosfodiesterases. A causa da producdo hormeméhudda apds o tratamento corfi-4
PMA estava relacionada com a redugdo do acumulo ségundo mensageiro
(MUKHOPADHYAY; LEIDEBERGER, 1988).

Similarmente, o presente trabalho mostou que anramto crénico com Sildenafil
aumentou a biossintese de testosterona nas céleldsydig, provavelmente através da

acumulacao de GMPc pela inibicdo da PDE5.
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Os resultados obtidos no presente estudo estdgcoddoacom Carosa et al. (2004).
Homens que sofrem de disfuncdo erétil possuem snidei androgénio significativamente
menores que aqueles normais. Esses autores deananmsts efeitos do tratamento com dois
tipos diferentes de inibidores de PDE5, Silden&@idmg) e Tadalafil (20mg), sobre a
reversibilidade da reducéo de testosterona. Esdpigéefarmacoldgica aumentou os niveis de
testosterona e reduziu os de LH, provavelmenteddeai maior frequéncia de intercurso
sexual. Entretanto, os autores ndo descartaramssibpmade do efeito direto dos inibidores
de PDES sobre os testiculos, uma vez que est@texpiessa altos niveis de PDE5.

Os mecanismos celulares subjacentes a acdo do adNBesorrentes da ativagédo da
guanilato ciclase de membrana e inibicdo da adersialase, levando ao aumento de GMPc
intracelular e diminuicdo de AMPc na bexiga, gldadadrenal e células musculares lisas
vasculares. Os testiculos possuem alta reatividadestimulacdo da guanilato ciclase pelo
ANP, e foi observado que este estimula a respaséaiogdogénica de células de Leydig de
camundongos em cultura, via receptor GC-A, e aumarformacdo de GMPc em mais de
1500 vezes. A administracao cronica de ANP caysartnofia de células de Leydig devido ao
aumento do volume de todas as organelas envolvigasntese de colesterol e testosterona
(mitocbndrias, REL e peroxissomos), sugerindo queAMP é capaz de estimular a
esteroidogénese (MOURDJEVA et al., 2001). Estewsladtdo de acordo com os resultados
do presente estudo, onde foi observado hipertogfialar e de organelas, logo este peptideo
também poderia estar envolvido nesta acao.

Khurana e Pandey (1993) demonstraram que o fatoiurgico atrial, o peptideo
natriurético cerebral e o peptideo natriurético tp, induzem a produgcdo dos precurssores
intermediarios da biossintese de testosterona értaséle Leydig purificadas. Todos esses
peptideos natriuréticos estimulam a via esteroidiocgéatravés do mecanismo de transducao
de sinal transmembrana envolvendo a geracdo e &mweuGMPc intracelular. Este efeito
estimulatério é iniciado na primeira etapa de cosA@ do colesterol em pregnenolona.

Os efeitos vasodilatadores pulmonares do Sildenafthipertensdo pulmonar aguda e
cronica induzida por hipoxia em ratos sao poteizeidbs pelo ANP, possivelmente por um
efeito sinergistico para o aumento da sintese dePGNPRESTON et al., 2004).
Similarmente, o ANP poderia estar envolvido naesimtde GMPc nas células de Leydig, o
gual também se acumularia em resposta ao tratamentdSildenafil. Por outro lado, o NO
exerce um efeito inibitério na esteroidogéneseceéfidas de Leydig, que ndo € mediado pela
GCs (DEL PUNTA et al., 1996). De acordo com Midderfidet al. (1997), o NO e o CNP
influenciam a liberagdo de testosterona. Enquant€NP estimularia a producdo de
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testosterona via ativacdo da PKA pelo GMPc em caangos, a diminuicdo dos niveis de
testosterona foi detectada em resposta ao NO, amque este agente poderia inibir a enzima
P45Q.. pela ligacao direta ao ferro heme.

Foi demonstrado que doadores de NO aumentam a8eate testosterona e GMPc
quando usados em baixa concentracdd™@I® M); entretanto eles inibem a sintese de
testosterona, mas ndo afetam o GMPc, em altas miwacées (> 10 M) (VALENTI et al.,
1999). Provavelmente, o Sildenafil ndo aumentacalygdo de NO, visto que o tratamento
cronico com esta droga estimulou a esteroidogéesélulas de Leydig.

As células de Leydig do testiculo humano apresemsiroomponentes essénciais da
via NO/GMPc (nNOS, GCs, GMPc, os aminoacidos glatame aspartato, e a proteina
quinase dependente de “Gaalmodulina) (DAVIDOFF et al., 1995). Por outrodta as
células de Leydig de ratos sao desprovidas da-aeginina/NO (WEISSMAN et al., 2005);
como observado no presente estudo a auséncia dsss&p das sintases de NO em células de
Leydig de camundongos.

Estudos posteriores serdo necessarios para obsenefeitos do Sildenafil sobre a
[Ca®];, um importante mediador da esteroidogénese dasasélle Leydig. Varios fatores
influenciam a producg&o de androgénios pelas cétiddseydig, estimulando um aumento de
Ccd" intracelular: O LHRH exerce efeitos estimulatérsmsbre a esteroidogénese basal de
ratos pela ativacdo da PLC e mobilizacdo dé* @dracelular pelo IR a ativacdo de
receptores de endotelina-1 promove um aumento malupio de testosterona via
envolvimento de C&; o ATP extracelular estimula a sintese de testmstéepelas células de
Leydig de ratos através da ativacdo de receptanesépgicos-P2 especificos ligados ao
aumento de [Cd];; o ANP estimula a producdo de testosterona viaanismo envolvendo a
formacdo de GMPc e captura de foné'@a meio externo. Existe também a possibilidade do
envolvimento dos nucleotideos guanina e adenindéamas mensageiras, na abertura de
canais de Cada membrana plasmaética ou ativacdo de uma caseametitos que levam a
este efeito (ROSSATO et al., 2001).

E bem estabelecido, em outras células esteroidmm@nique o mecanismo de
estimulo-secrecéo requer o aumento n&‘JCpara ativar o metabolismo mitocondrial. Em
particular, um aumento na [Eh ativa a proteina StAR facilitando o transportecdeesterol
para a mitocondria. O €% também transportado para dentro da mitocondrizeatando a
sintese de NADH e NADPH. Este ultimo é requeridéa f@45Q.. para a clivagem do
colesterol em pregnenolona. Neste contexto, o atmea [C&']; exerce dois efeitos

estimulatorios na producdo de esterdides: aginteesa oferta do principal substrato para a
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sintese de testosterona; e modificando o estadx i mitocéndria (COSTA; VARANDA,
2007).

O mixotiazol (MYX) é um composto conhecido por afed cadeia de transporte de
elétrons de mitocondrias, inibindo a producéo deosterona mediada por LH nas células de
Leydig. Adicionalmente, o MYX significativamentetiesulou a esteroidogénese basal dessas
células. Existe evidéncia de que o PBR e a prot®iAR funcionam coordenadamente neste
processo, com a StAR atuando como iniciador desprante de colesterol e o PBR como um
portdo para a entrada do colesterol na mitocondhapossivel explicacdo para a
esteroidogénese mediada por MYX se d& atraveés tdauéscdo da atividade do PBR na
membrana mitocondrial. Além disso, o calcio tambésta envolvido na sintese de
testosterona mediada por MYX, uma vez que a miidaré capaz de acumular Ca
regular seus niveis intracelulares. Logo, a inibigd metabolismo mitocondrial estimulou a
liberacdo de CAdesta organela, que resultou no aumento dos nifteselulares deste ion e
da producéo de testosterona (MIDZAK et al., 2007).

Foi demonstrado que os androgénios exercem efedesdilatadores diretos em
artérias de humanos e animais experimentais. Okaal.et(2007) descreveram que
dehidroepiandrosterona, um precursor da testosterdsioqueou completamente a
vasoconstriccdo da hipoxia pulmonar, que foi acathpda pela abertura dos canais de K
aumento da expressao e atividade da GCs e mell@riasposta vasodilatadora da artéria
pulmonar ao NO.

Em adicdo, Seyrek et al. (2007) recentemente demaoasy que concentracdes
suprafisiologicas de testosterona atuam via atzedar canais de Ksensiveis a ATP para
induzir relaxamento da artéria radiabitro.

Portanto, o presente estudo ndo descarta a pafsilel do envolvimento da
biossintese aumentada de hormdnios esteréidespapdtmmento crénico com Sildenafil, na
melhoria dos sintomas da hipertensao pulmonar.

A partir dos 40 anos, os niveis de testosteronandiem continuamente, e promovem
sintomas de diminuicdo de libido, disfuncdo erétdteoporose, distribucdo de gordura
corporal alterada, diminuicdo da forca fisica eeralfdes de comportamento. Antes de
qualquer terapia de substituicdo hormonal, € esslezxcluir o cancer de prostata, pois seu
progresso depende, positivamente, das concentragéesandrogénios (KAMINSKY;
SPERLING, 2010). Niveis aumentados de testostesmtinulam o desenvolvimento do

tumor na prostata.
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O volume do ejaculado e as concentracbes espeamatstdo positivamente
associadas com o volume testicular e concentrad@dsstosterona no soro, sugerindo uma
participacdo funcional da testosterona na espegéase normal. A privacdo deste
horménio impede a divisdo meidtica de espermat®cippimarios em espermatides,
encerrando a producdo espermatica. Niveis elevddo®stosterona circulante é um pré-
requisito para a espermatogénese e producao denegpeoides morfologicamente normais e
funcionalmente intactos (MINTER; DeLIBERTO, 2008).

O mecanismo pelo qual os inibidores de PDE exemsams efeitos farmacologicos é
pela inibicdo da fosfodiesterase, enzima respohg@a hidrélise dos nucleotideos ciclicos,
criando um meio rico em substratos energéticoseiblimumentados de GMPc afetam muitas
funcdes intracelulares, incluindo o transporte dkic. Concentracfes de calcio alteradas
afetam a motilidade espermatica, e o influxo ddsi® na célula é responsavel pela
inicializacéo da reagdo de acrossoma. Uma func@madl do GMPc é atuar como segundo
mensageiro para o NO e inibidores de PDE, capazesichentar a producao do radical. O
NO mantém a motilidade espermatica, mas € benéfipenas em concentracdes
cuidadosamente reguladas. Este gas € uma potgdeieeseativa de oxigénio que interage
com anions superoxido para formar radicais hidmendgil ou peroxinitrito, que formara o
radical hidroxil; todos eles sdo prejudiciais aspeematozoéides. Desta forma, o Sildenafil
tem o potencial de alterar a funcdo espermaticavedr de efeitosn vivo sobre as
concentracdes de NO, cujos efeitos benéficos dasdieal em concentracbes nanomolares
tornam-se altamente nocivos em concentracdes niénes(GLENN et al., 2007).

Glenn et al. (2009) demonstraram que o tratamegtal@a com Sildenafil pode
influenciar a taxa de fertilizacdo e o desenvolvitbneembrionério prematuro, através de sua
acao sobre os espermatozoéides. Dados anterioresndgaram um aumento na motilidade e
reacdo de acrossoma antecipada apos tratament&itdenafil. Por outro lado, Du Plessis,
Jongh e Franken (2004) n&o observaram efeitoslderfifil sobre a motilidade, velocidade,
amplitude lateral da cabeca, frequéncia de batimnenlinearidade de espermatozoides. O
presente trabalho também demonstrou auséncia lesefi® Sildenafil sobre os parametros
espermaticos.

As sintases de NO e duas isoformas distintas de (PDE1 e PDE4) estdo presentes
nas células espermaticas de humanos. O Sildenatil éibidor potente para PDE5, mas esta
droga também possui efeitos inibitérios menoresesab atividades da PDE6 e PDE1s(IE€
0.034 e 0.28umol/L, respectivamente). Estudos imitmguimicos demonstraram que

diferentes tipos de PDEs estdo localizados emetiifes regides do espermatozoide; a PDE4
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localiza-se principalmente na peca intermedianguanto a PDE1 € mais intensa na cabeca.
Esta localizacdo diferenciada das PDEs no espergid®opermite a modulacdo seletiva da
funcdo espermética pela regulacdo de difereppets de AMPc e ativacdo da PKA (Du
PLESSIS; JONGH; FRANKEN, 2004).

Nenhuma mudancga significativa foi observada no&matros de motilidade, vigor,
integridade de acrossoma e DNA dos espermatoz@g@és o tratamento crbnico com
Sildenafil, apesar de uma tendéncia de aumentoatiéidade e vigor, e uma diminuicdo na
integridade do acrossoma e DNA. Por outro lado, nagcodndrias apresentaram-se
vacuolizadas. Adicionalmente, a imunolocalizacdo Gfas e PKA nos espermatozoéides
mostrou-se diminuida apés o tratamento. Nenhureaagbio de marcacgao foi observada para
a PKG.

Acreditava-se que os leucocitos seminais eram @ssifontes das espécies reativas
de oxigénio (ROS) no ejaculado, mas hoje é benbestzido que os espermatozoides sao,
também, responsaveis pela producdo de ROS. Os ammedsculinos tém numerosas
estratégias antioxidantes para protegé-los corgrdamos das ROS, tais como as enzimas
manganés superoxido desmutase (SOD), catalassemai glutationa peroxidase/ redutase, e
substancias ndo enzimaticas (acido ascobico, ginéak a-tocoferol, entre outras). Niveis
baixos e regulados das ROS participam da capagjtagaisicdo da motilidade hiperativada,
reacdo de acrossoma e interacdo com o ovdcito. dQuanequilibrio fisiolégico entre a
producdo e supressdo das ROS é perturbado, a fulgdespermatozoide pode ser
comprometida e o estresse oxidativo promove atilifede masculina. Niveis aumentados
de ROS estdo associados com a lipoperoxidacdo gerneastozoide, diminuicdo da
motilidade, fragmentacdo do DNA e aumento do psxete apoptose. Recentemente, foi
proposto que as mitocondrias sdo 0s principaisriboiites para 0 estresse oxidativo
(RAMALHO-SANTOS et al., 2009).

A principal fonte de formagdo de ROS em células &mas envolve a perda de
elétrons da cadeia transportadora de elétrons dtasdmdrias durante a respiracdo celular,
com uma estimativa de 2% do oxigénio consumido ceathvertido em anion superoxido.
Usualmente, esta atividade € balanceada por fatotesidantes no espaco intramembrana e
matriz mitocondrial. Entretanto, a producdo de Ri@fs mitocondrias pode suprimir 0s
mecanismos de defesa criando uma fonte de estoegdativo, implicado em numerosas
condicbes patologicas (KOPPERS et al., 2008). Pelssente, o tratamento crénico com
Sildenafil afetou a cadeia transportadora de eiétaas mitocondrias dos espermatozoides,

induzindo a formacdo de ROS e dano peroxidativpetz intermediaria, uma vez que as
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mitocOndrias apresentaram-se vacuolizadas. Alémsogdia via de transducdo de sinal foi
prejudicada, como observado pela diminuicdo dasmgdio da GCs e PKA.
Willipinski-Stapelfeldt et al. (2004) descreverajue a via de sinalizacdo do
AMPc predominou sobre aquela do GMPc em espermdezdéde humanos, com
concentracdes celulares de 10 umol/L para o AMPdA ¢imol/L para o GMPc. Estes dados
indicaram um excesso de 100 vezes mais para oipriera relacdo ao segundo, referindo-se
a uma funcdo predominante das vias de sinalizaggendlentes de AMPc. Além disso, foi
demonstrado a presenca e atividade funcional dar@€sas células, e imunolocalizacdo de
eNOS e nNOS. No presente trabalho, o Sildenafilind alteracdes morfoldégicas em
espermatozoides de camundongos, possivelmenteesila estimulo da via do NO.

Um sistema complexo de vias intracelulares € @tivpor agonistas da guanilato
ciclase em espermatozoides. A motilidade é afeaitaipalmente, pelo aumento de AMPc,
enquanto que a reacdo de acrossoma depende dinetadzesintese de GMPc. Ambos o0s
nucleotideos ciclicos ativam quinases especificeanais idGnicos. Uma complexa interacao
dos sistemas de producdo de GMP e AMPc ocorrditdae pelo uso de inibidores de PDEs,
resultando em uma disfuncdo da funcdo esperm&foantidades excessivas de certos
ativadores da guanilato ciclase podem exercer osfetbpostos e anti-reprodutivos,
aumentando o0 estresse oxidativo e peroxidacdoidgpidas membranas esperméticas.
Doadores de NO ativam um mecanismo de regulacafequiinack negativo e dessensibilizam
a GCs, levando a diminuicéo progressiva de GME/@_LI et al., 2002).

Uma varidedade de proteinas quinases (proteinasiasps dependentes e
independentes de AMPc, caseina quinase |l e peotgiimase C) estdo associadas com a
maturacdo de proteinas espermaticas via fosfoald@@rencial. A inibicdo da fosforilacdo
de proteinas dependentes de AMPc por inibidoresPid& bloqueia a capacitacdo de
espermatozoides de camundongos e humanos. Atiswaddee PKC potencializam a
capacitacdo, enquanto os inibidores a impedem. ¥ &rce uma funcdo importante na
capacitacdo e reacdo de acrossoma de espermamzéide[C4]; aumenta durante estes
processos. Isto promove a ativacdo da PLC, queectnw fosfatidilinositol bifosfato em
DAG e IR;. Este ultimo esta envolvido na capacitacédo e ededacrossoma. O DAG ativa a
PLA; e PKC, que estédo envolvidas na reagédo de acrosssamcapazes de abrir os canais de
C&* na membrana plasmatica. A pentoxifilina é um irdbide fosfodiesterase que eleva a
concentracdo intracelular do AMPc que, por sua vegula certas proteinas quinases
envolvidas na fosforilagdo de proteinas de membeamsaciadas com a capacitacdo. Este

farmaco pode atuar via mobilizacdo de*Catracelular, que ativa a PLA2, resultando na
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sintese de AA e lisofosfolipidios requeridos parfusfio de membranas associadas com a
reacdo de acrossoma. A fQaaumentada pode ativar a PKC, induzindo a reacdo de
acrossoma independentemente, via fosforilacdoateipas de membrana (AIN et al., 1999).

Os resultados imunocitoquimicos do presente estietimonstraram uma diminuicao
na expressdo da GCs e PKA em espermatozoidesmiipai é responsavel pela formacao de
nucleotideos ciclicos, que ativam proteinas qusase, por sua vez, fosforilam proteinas-
alvo, tais como canais de €amudando o comportamento da célula. Adicionalment8Cs
e a PKA participam da via de sinalizagéo resporigieles processos de capacitacdo e reacao
de acrossoma. Uma vez no trato reprodutor feminexpleles espermatozéides com
moléculas sinalizadoras intracelulares inibidassp@&lmente, ndo serdo capazes de fertilizar
0 ovocito. Como o NO é um importante primeiro meges® dessa cascata de eventos,
concentracdes aumentadas deste gas podem teripadud expressao de proteinas.

O tratamento crénico com Sildenafil exerceu umtefestimulatorio na producdo de
testosterona, provavelmente via acumulacdo de GMPestimulacdo de suas vias
dependentes. Apesar das alteracbes morfoldgicasspermatozoides, o tratamento cronico
nao afetou de forma significativa os parametrogmsaticos. Importantes implicacdes deste
esquema terapéutico devem ser enfatizadas anssudeso clinico, visto que o aumento dos
niveis de testosterona esta relacionado com estipratucdo de espermatozdides, aumento
da agressividade e libido, aceleragcdo do desemwehto de criangas e adolescentes, entre

outros.
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9 CONCLUSOES

» As alteragBes ultra-estruturais encontradas nadaséble Leydig apdés um més de
tratamento cronico com Sildenafil, bem como o aumea expresséo de proteinas da
via esteroidogénica estdo associados com o estisauppoducéo de testosterona por
essas células. As caracteristicas apresentadasipééas de células ativadas para
producao hormonal;

 Apl6s dois meses do esquema terapéutico os aninmirgtraram sinais de
adaptacdo as tratamento, como indicado por algwarasteristicas ultra-estruturais
de células de Leydig tipicas do estado basal, mealalteracdo na expressédo da StAR

e niveis normais de testoterona no soro;

* As alterac6es morfologicas dos espermatozoéides@pasamento com Sildenafil ndo

foram suficientes para afetar os parametros espieosa
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10 CONSIDERACOES ETICAS

O presente projeto foi aprovado pela Comisséo & b Uso de Animais (CEUA)
da FIOCRUZ e encontra-se protocolado sob o nume035/2008 (Anexo A).
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Summary

The phosphodiesterase type 5 (FDES) inhibitor, Sildenafil, is a novel, oral treatment
approach for pulmonary hypertension. As Leydig cells present PDES, this sudy was
conducted to investigate the effects of the chronic treatment with Sildenafl
(25 mgelg) on male Swiss Webster mice steroidogenesis. After a 4-week long experi-
mental design, Leydig cells were analysed by morphological and immunocytochemi-
cal procedures. Serum testnsterone was assayed by radicimmunoassay. Leydig cells
presented noteworthy ultrastructural alterations, such as a vesicular smooth endo-
plasmic reticulum, large vacuoles scattered through the cytoplasm, enlarged mito-
chondrna with discontinue cristacs and whorle membranes with wesicles ar the
periphery, which are typical characteristics of an activated steroid-secreting cell.
Important immunocytochemical labelling for steroidogenic acate regulatory protein,
cytochrome P450 side-chain cleavage enzyme and testosterone were detected in iso-
lated Leydig cells. In addition, Sildenafil-treated mice showed significant increased
levels of total testosterone. The results obtained in the present study are consistent
with the hypothesis that the accumulation of cydic guanosine monophosphate by
FDES inhibition could be involved in the androgen hosynthesis stimulation. Impor-
tant clinical implications of hormonal disorders should be taken into account for
patients with pulmonary hypertension.

Keywords
Leydig cells, P450sce, sildenafil, StAR, steroidogenesis, testosterone

The cyclic nucleatide monophosphates [cAMP and cGMP)
are important intracellular regulators of several processes,
incliding smooth muscle motility, electralyte hameostasis,
neursendocrine signals and retinal phototransduction. The
labile gas, nitric oxide [MNO), & a crucial mediator of smoath

454

muscle rlaxation and it interacts with soluble guanylate
cyclases [sGC) in the cytoplism to increase the canversion
of puanosine triphosphate (GTF) into cyvclic guanosine
manophosphate (cGMP). On the other hand, matriuretic
peptides activate membrane-bounded guanylate cyclases and
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accumulate intracellular cGMP. This increase in cGMP trig-
gers 4 signal rransduction cascade that encompasses the acti-
vation of cyclic nucleotide-dependent protein kinases & and
G, subsequent phosphorilation of the actin-myosin system,
as well as Ca™ channels and adenosine triphosphate-driven
Ca™ pumps located in the outer cell membrane of sarcoplas-
matic reticulum. This cascade leads to a reduction in cyto-
salic Ca* and o smooth muscle relaxation (Uckert et al.
2006; Dimitriadis er al. 2008),

Sildenafil, a chemical compound designated as UK-92. 480,
i5 a water soluble citmte salt that was frst synthesized by
Phizer in United Kingdom to treat hypertension and angina
pectoris. Interestingly, this drug exhibited a different phar-
macological effect, a marked penile erection, and became
the first-line treatment option to erectile dysfuncrion (Kaki
& Kell 2004; Uthayathas et al. 2007). It has been reported
that more than 20 million men worldwide are treated with
this drug, and abour 52 hillion per year are spent on it
{Sharma 2007).

The Sildemafil therapeutic possibilities arise from modulat-
ing intracellular levels of cGMP. This cycic nucleatide i
degraded into the inactive form by intracellular phosphodi-
eaterase type 3 (PDES) enzyme, which is present in the
smoath muscle of the systemic vasculature and in plateles
[Ghofrani er al 2006}, The main pharmacological action of
Sildenafil & the inhibition of the cGMP-specific PDES with
an inhibitory concentration [1Cg) between 2 and 7 oM [ Ab-
bow e al. 2004), leading to cGMP accumulation and special
effects in targeting organs.

Pulmonary hypertension i a rare and aggressive disease
that affects children and adults with a bad prognostic and
little life expectation. It can be clssified as a primary or sec-
ondary hypertension, with various actiologies. The camse of
the primary pulmonary hypertension is not yer understond,
but the secondary may be due to pulmonary, cardiac and ex-
tratharacic malfunction [Uthayathas e al. 2007,

Sildenafil has revolutionized the treatment of pulmonary
hypertension. Studies have demonstrated that this drog
attenuated pulmonary hypertension by increasing the supply
of hlood to the lungs. This medicine reduced the right ven-
tricular systolic pressure, right ventricular hypertrophy, the
pulmonary artery muscularization and increased cGMP lev-
els, suggesting that the NO<GMP pathway contributed to
the drug respanse (£hao ar gl 2001, 2003).

Several dinical research studies of pulmonary hyperten-
sion have been conducted wing high dosages of Sildenafil
for long time as additional therapy in children and adulis
(Schulze-Meick er al. 2003% Stocker er al 2003 Karatza
et al. 2004; Humpl er al. 2003; Preston e gl 2003; Ganiére
et al. 2006; Lobato et al. 2006), According to Karatza ef al.
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[2005), Sildenafil therapy in series of children with pulmo-
nary hypertension increased exercise capacity, and improved
oxyhacmoglobin - saturations  without  any  side  effects,
appearing to be benefical in the management of this disease,

Haowever, important implications of the pulmonary hyper-
tension treatment with high and diary doses of Sildenafl
should be taken into account, Recently, PDES was localized
by immunohistachemistry and western hlomting in vascular
smooth muscle cells, as well as in Leydig and peritubular cells
of the rat testis (Scipioni et al 2005). Therefore, it seems nec-
emary to investigate whether compounds interfering with
FIES activity, as Sildenafil, might affect testicular physiology.

The present work describes, for the first time, the effects
of the chronic treatment with %ildenafil on mouse Leydig
cells to contribute o a bemer knowledge abour its action an
the steroidogenesis.

Materials and methods

Chemicals

The Sildenafil was obtained from Plzer Inc, Mew Yark,
MY, UsA; the amaesthetics Ketamine and Xylazine from Se-
spo Comércio e Indistria Lida., 5a0 Paulo, Brazil; Hank's
balanced salt solution (HE5%) and Medium 199 (M99
fram Giboo, Grand Lland, NY, USA: Bovine serum albumin
(BAA, fraction V) Ffrom Miles, Naperville, 1L, UsA; Percoll
from GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden; Col
lagenase [type 1), Soybean trypsin inhibitor, Human chori-
onic  gonadotropin (hCG),  Leupepting - Glotaraldehyde,
Paraformaldehy de, Cacodylic acid, Sodium phosphate maono-
brasic and dihasic heptahydrate, Osmium tetroxide, Calcium
chloride, Potassium  ferricvanide, Ammonium  chloride,
Tween 20, Lead (I} nitrate and Sodium citrate from Sigma
Chemical Ca., 5t Louis, MO, US Ay SPIN-PON resin (Embed
812, LE-White resin and Uranyl acetate from  Electran
Microscopy Science, Washington, PA, UsA; Acetone and
Ethanol were purchased from lsofar Indostria ¢ Comercio de
Produtos Quimicos Lida., Rio de Janeiro, Brazil,

Experimental design

Forty pubertal Sudss Webster mice (obtained from the Cen-
tro de Pesquisas Aggen Magalhfes/FIOCRUY, Recife, Bra-
zil) aged 25 days and weighing 15-20 g were used in all
experiments. Mice were examined for health smrus and
acclimated to the laboratory environment at 25 *C and 12 h
light:12 h dark photoperiod. The animals were howsed in
metal cages and fed a standard laboratory dier. The experi-
mental group was composed of 20 animals that received
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25 mgkg body weight of Sildenafil For 4 weeks adminis-
tered through the drinking water (Fhao et al. 2003). Body
weights were recorded every day and the drug concentration
in the water was adjusted to maintain the dose, The contral
group was also composed of 20 animals that received only
pure water using the same procedure as described above. All
experiments were carried out according to ethical guidelines
[L-003508 - CEUAAFIOCRLE).

After treatment with Sildenafil, the experimental and con-
tral animals were anaesthetized with ketamine (115 mg/kg,
i.m.) and xylazine (10 mg'ke, im.), before hlood callection
by cardiac puncture without anticoagulant. Serum was sepa-
rated and stored at =70 *C for radinimmunoassay of testos-
terone hormone, Tetes were quickly dissected and fixed for
maorphological analysis.

Light miicrosoopy

The testes were fixed in Bouin's solution for 8 h. Then, they
were dehydrated inoan ethanol series and embedded in paraf
fin wax. 5erial sections of 4 pm were cut using a microtome
[Leica BM 2125RT), and stained with hasmatexvlin-eosin
for histological observation [Weng et al. 2003).

Levdig cell isolation

Isolation and purification of mice Leydig cellenriched prepa-
rations were modified from Hedger and Eddy (1988) and
Wanderley and Megro-Vilar (1996). The testes were decap-
sulated with fine forceps withowr hreaking  seminiferous
tubules, under aseptic conditions, and digested in an erzyme
solution of 0.5 mg/m| collagenase, 0.2 mg/ml soybean tryp-
sin inhibitor and 5 pg/ml leupeptin in Hank's balanced salt
containing 0.1% BsA (HBSS/BSAL pH 7.4, in a thermo-
stated shaking water bath (20 min, 90 Hz, 34 *C) The dis-
persed testes were suspended in 30 ml  (final valume)
HBSS/BaA and allowed to sertle (5 min). The supernatants
containing Leydig cells were aspirated using a plastic pipette,
filtered through a 70 pm nylon cell strainer and washed with
30 ml HESS/BSA. The cell suspension was centrifuged at
150 g, 15 min, 20 *C. The pellet abtained was re-suspended
in 3 ml HES5/B5A, representing a crude testicular interstitial
cell suspension.  Discontinuous  Percoll  density  gradients
[20%, 35%, 43%, 68% and 90%) were used to obtain puri-
fied Leydig cells. The crude Leydig cell suspension was then
applied on the top of this gradient and centrifuged ar 800 g
for 30 min at 20 °C, Cells in the 35-43% and 43-68%
interfaces were aspirated carefully wsing a syringe and trans-
ferred to centrifuge tubes containing M199 and 0.1% BSA.
After mixing, the mbes were centrifuged ar 130 g for
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20 min at 20 °C and the supernatant obtained was dis
carded. To remove excess of Percoll, the cells pellets were
washed twice with M199 containing 0.1% B&A and then
finally re-sispended in the same solution. These preparations
contained greater than 70% Leydig cells as determined by
electron microscopy (Hedger & Eddy 1986). Cell viability
[(20-93%) was quantified by Trypan blue exclusion.

For immunocytochemical assays, the isolated Leydig cells
were stimulated with 1 miU/ml of hOG ar 34 =C for 30 min
to stimulate the steroidogenic pathway. Then, these cells
were immediately fixed for electron microscopy analysis.

Electrom tramnsmiission microscofry

For routing procedures, the fragments of testes and isolaved
Levdig cells were fixed overnight in a solution containing
2.5% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde in 0.1 M
cacodylate buffer. After fixation, the samples were washed
twice in the same buffer and then they were post-fixed in a
solution containing 1% osmium tetroxide, 2 mM calcium
chloride and 0.8% potassium ferricvanide in 0.1 M cacody-
late buffer, pH 7.2, dehydrated in acetone, and embedded in
Embed 812 Polymerization was performed at &0 °C for
3 days [Saraiva er al. 2006), Ultmthin sections were cal-
lected on 300-mesh nickel grids, counterstained with 3%
urany| acetate and lead citrate and examined using a FEI
Morgani 268D transmission electron microscope.

For immunocytochemical study, the isolated and hOG-
stimulated Leydig cells were fixed overnight in a solution
containing 0.5% gharaldehyde and 4% paraformaldely de
in 0.1 M phosphare buffer. After fisation, the samples were
washed three times in the same buffer, incubated with
0 mM ammonium chloride for 40 min, debvdrated in etha-
nal, and embedded in LE-White resin. Polymenzation was
performed ar 30 *C for 5 days. This procedure was carried
out as described by Peixoto et al [1999),

Inmnocytochemistry

Ultrathin sections of isolated and hUG-stimulated Leydig cells
were cut with a diamond knife and collected on nickel grids.
They were incubated for 30 min at room temperature in
0.02 M PBS, pH 7.2, containing 1% B3A and 0.01% Tween
20 (PBRS-ET). The sections were then incubated For 1 b with
primary antibodies against steroidogenic acute regulatory
[StAR) protein, optochrome P430scc side-chain cleavage
erzyme [P430kcc) and testasterone at dilutions of 1:235, 1:200
and 1:25, respectively, in PBS-BT. The sections were then
washed in PES-BT and incubated with a secondary antibady,
10 nm  collaidal  gold-labelled goar amti-rabhic [gG. As
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antibody contral, sections were incubated only in the presence
of the gold-labelled marker. Following the immunostining
procedures, the secrions were counterstained with 3% uranyl
acetate and lead civrare {Peixaro ef al, 1999},

Cuantitative analysis was performed on photomicrogea ph-
iz at a final magnification of 56.000% taken from 10 differ-
ent Leydig cells, randomly chosen to compare the numbers
of gold-labelled particles in contral and  Sildenafil-treared
cells with KEmskal-%Wallis test. As the experimentally treated
celb and contral samples wew processed in an identical
method, no carrection af tisue shrinkage was made.

Hormaone assays

Serum testosterone was assayed using solid-phase radioim-
munoassay as described in the instructions provided by man-
ufacturer’s kit {Coa-A-Count Total Testosterone; Diagnostic
Praducts Corporation, Los Angeles, CA, U5A) The sensiriv-
ity of the testosterone assay was 4 ngdl and the inra and
inter-assay coefficients of variation were 4-88% and 3.9
12% respectively, The values are expressed in ng/ml.

[am were analysed with Mann-Whitney test -t compare
the testosterone levels between controls and the organisms
submitted o Sildenafl treatment [Zar 1998),

Astibodies

The polvclonal antibodies, StAR (sc-23806, Santa Crg Bio-
technology, [MNC, S%ama Croz, CA, UsA), cytochrome
P450scc enzyme (ABI244: Chemicon International, Inc,
Billerica, MaA, USA) and testosterane [ab8337, ABCAM Inc,
Cambridge, MA, USA), were raised in rabbits against differ-
ent peptides, corresponding to the amino acids 1-285 repre-
senting full length StAR of human origing, the amino acids
421-441 of rat cyiochrome P450kcc enzyme and the full
length reswsterone protein conjugared o BSA respectively,
The 10 nm colloidal galddabelled goar anti-rabhir 1gG was
purchased from Sigma Chemical Co. |5t Lous, MO, USA),

Results

H:'m:rh;g:'cqf aralysis
Ma morphological differences were alserved amang Levdig
cells fromcontrol and experimental groups {dat not shown ).

Eletron miCrosCofy analvsis

In resticular tissue, contral Leydig cells showed morphalogi-
cal characteristics as irregular polygonal shape, in some
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Figure 1 Testis Levdig cell, (a, e and ¢} Untreated Levdip cells
showing nucleus (1), lipid deoples (LY, several mitochondria
with tuludar eristae (M) tububr smooth endoplasmic reticulum
[SER|, scarce rough endoplasmic reticulum {arrow) and perond-
somes (gark (b, d and [} 25 mgokg Sildenafil-treated Leydig
cells presenting nisclens (M), lipid droplers (L), lysosame {open
arrow}, enlarged mitochondria with disarmarged cristaes (M),
visicular smooth endoplasmic ededom (SER), whorle mem-
branes (white star) with sumrounding vesicles {white arrows),
vacuo ks scattered thiough the eytoplasm (black star) and Golgi
{black arrow). Bars, 1 pmfa, b, ¢, dy 500 nm [e, 1L

cases an asymmetrical nucleus |ocated eccenrrically in the
cell body with large nuclenlus, light mcleoplasma and her-
erochromatin clumps less massive on the inner surface of the
nuclear envelope. The filopodia were protruded and interdig-
itated with the flopadia from opposite cells, The mbular
amnath endoplasmic reticulum (SER ) was abundant, comsist-
ing of interconnected, branched and anastomosing tubules,
throughout the cytoplasm. This tubolar SER were accasion-
ally surrounded mitochondria and lipid droples. The mem-
brane wharles, which are concentnical packs of famened and
partially fenestrated cisternae of the SER, were frequently
observed, The rough endoplasmic redcolum was scarce,
localized mainly in pernudear and peripheral regions. Mivo-
chondria were numernus throug hout the cyroplasm with an
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Figure 2 lsolated Leydig celk. (a) Untreated Leydig cell withuat
WG simulationg (b) 25 mgdg Sildesaliltreated Leydig cells
withowt MG stimulation (o) Untreated Leydig cell with kCG
stimulation; {d) 25 mg/kg Sildenafil-treared Leydig cell with
BOG stimulagion, All treatment had similar werastrsciiral
morphology lipid droples (L), mitechondria with tubular
ctistae (MY, muclews (M) and trabecidar smooth endop lasmic
reticulm (SERL Bas, 500 nim,

irregular ditribution, and along their sarface, cistemae of
SER often erweloped them. The mitochondria sze was vari-
able, with mbular and thick cristaes. Several Gaolgi com-
plexes were dispersed in the cell body, often found near a
cell pole, as the nocleus is eccentrically locared, Some dense
badies, prabably lysosomal in nature, were detected. Peroxi-
somes of irregular sizes were identified in portions of the
cvtoplasm, Several lipid droplers, variable in size, were
viewed through the cytoplhism and some of them maintained
close contact with the SER (Figure 1a,c and o),

Sildenafil treated Levdig cells presented all the omanelles
cited above. Some differences were alserved, such as a vesic-
ular SER, consisting of separated vesicles of variable diame-
ters, Lles of rubular SER appeared amaong the vesicles
Some large vacuoles were found in the peripheral cyroplasm,
presumably apening into the extracellular space. The miro-
chondria were enlarged with dsarmnged or discontinued
cristaes, Seweral vesiclks were aobserved on the membrane
whaorls periphery, probably involved in hormonal precur-
sor's secretion (Figure Ihod and £). All of these aleratons
described above are typical of an activated cell with an
increased steroidogenic capadrty,

Similar morphological differences were observed in iso-
lated Levdig cells. However, the SER presented a trabecular
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Figure 3 StAR, P450scc and pestosterone immunocytoclemistry.
{a, ¢ and &) Weak labelling was sbserved in non-Sikdenafil
treated samples for StAR (a), P450sce (o} and testoaterone (¢
farmwal (b d and £) An increased labelling o StAR (),

P4 30aee (d) and testosterone () wa detected in 25 mpkg Silde-
malittneated Leydig cell (amows) Lipid deoples (LY, Mitoch on-
dria (M}, smooth ends plasmie reticulum (SERE, vacuale (W),
Bas, 200 nm.

appearance, This change could be velated m the isolation
procedure. hCG=stimulation did not alter the ultrastroctural
characteristics of solated Levdig cells from meated and con-

wol groups (Figure 23,

StAR, Pa8sce and testosterone i Levdig cells

Immunocytochemistry revealed that enzymatic steroidogen-
esls pathway was significantly more active in Levdig cells
weated with Sildenafil. Evident labelling 1o StAR, P430sa
and testosterone were detected  throughout the cytoplasm
of treated cells when compared with control  samples,
However, in relation o the detection of P45(kce, a strong
reaction was ohserved in the mitochandria (Figure 3 and
Tahle 1.
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Table 1 Chuantitative amlyss of gold-labelled particles distribution in contral and Sikdembil-treated Leydig celk
Mumber of gold-labelled particles
StAR P450sce Testosterons
Sildenafil Sildenafil Hildenalil
Caontral 125 mg kgl Caomtral 125 mg kg Camitral {25 mg kgl
b itochomndria 1+ 1.333 45 + 4,581 31 = 1448 58+ 4341 0.3 = 0LETS 24+ LETS
SER L] 34 = 4571 08 = 1.317 A8 = 1589 06 = 0LESS 4.1 = LTRT
Lipad droplets L] 3 & 5421 i i 0 1.333 = 1508
Vacuoles 0222« (441 0.3 + 0L&TS 0143 = 0378 05 = 0526 0143 = 0378 JHE5 = §.373
Taotal counting 1.2+ 1,317 106 = 10426 4+ 2108 13 + 4163 1+ 1054 11 + £05%2%
StAR, steroddogenic acuwte regulatory; P450sce, P4S0 side-chain cleavage encyme; SER, smooth endoplasmie reticulim,
Sigmificant changes were found in treated cells {*Knskal -"Wallis P < 0001}, Mean of gold-labelled particles {mean = S0} m = 10,
Table2 Effect of Sildenalil treatment on
frice serum testoaerone levels (ng/ml) Serum testusterme levels {ng/ml|
N Mean Minimum Maximum A Mann="Whitney
Contral 14 3% .13 160 034 £= 324
Sildenafil 17 4. 84 017 14,060 514
{25 mgikg)

Significant difference betwesn Sildenahl 25 mgskg and control samples, P oo 0001,

Serum testosterone concentration

The serum testosterone levek were significantly higher in
23 megske Sildenafil administrated mice when compared
animals (Mann-Whitney, P = 0.01),
parametes of the two groups are shown in Table 2.

with contral The

Discussion

The relevance of cGMP system on steroidopenesis can be
demaonstrated by the use of Sildenafil. Particularly, in the
testis, this cpclic nucleotide is involved in spermatozaa
maotility, development of testicular germ cells, relaxation of
peritubular lamina propria cells, testosterone production in
Levdig cells and dilatation of testicular blood vessels [Mid-
dendarff et al 2000).

The steroid-secreting Leydig cells regulate the develop-
ment and activity of the mal reproductive tract and exter-
nal sex characteristics, and may enhance spermatopenesis
in the seminiferous twubules, Steroid hormones are synthe-
sized from chalesteral in a multistep eneymatic process,
in which the S%tAR appears to transfer cholsteral from
cellular stares to the inner mitochondrial membrane o be
converted to pregnenolone by the cvtochrome P43iscc
enzyvme, The pregnenclone i3 transported and enzymati-
cally converted to testosterone precursors in the SER,

@ 2009 The Anthors

befare the testosterone synthesis (Clade & Cochrum 2007;
Yang ef al. 2007,

This is the first research thar demonstrated the effects of
the chronic treatment with Sildenafil on Leydig celk steroi
dogenesis, These celk comsist of abundant smoaoth endoplas-
mic reticulum, mumerows mitochondria with tubular cristae
and a wvariable number of lipid droplets, which participate
actively in homonal hiosynthesis,

Sildenafil treated Levdig cells showed a vesicular SER and
some large vacuoles scattered throughout the cvtoplasm that
are features of an active secreting cell. According to Ohata
(1979), these vacuoles are derived from testosterone-contain-
ing vesicles of the SER and could migrate towards the cell
surface to open into the extra-cellular space.

The function of membranous wharles is still uncertain, It
is hypothesized that this organclle stores cholesterol used in
testosterone  synthesis.  Intercstingly, in Sildenafil treated
Levdig cells, several vesicles were alserved in the whaorles'
periphery, which could be related to the hormanal precurs
005 TANSPOrT.

Isalated Leydig cells presented similar ultrastructural chap-
acteristics; however, they showed an SER with a trabecular
appearance, This marphaological alteration could be related
to the Bolation procedure, as these cells were digested in an
ermevmatic  solution, probably  affecting  the  Alaments
netwark,
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All the ultrastructuml alterations observed in this work
could be related to an enhancement of the testasterone syn-
thesiz, rsultant from PDES inhibition and cGMP accumula-
tion, To confirm this hypothesis, an immunocytochemical
and hormonal study was performed. The results indicated
an enhanced labelling to StAR, P430scc and testosterone in
isolated hCG=stimulated Leydig cell from the treated group.
Alsn, a significant increase in the plasmatic testosterone was
achieved in treated group compared with that in control.

The PDES inhibitors promote their pharmacological
effects by inhibiting phosphodisterase wpe 3, an enzyme
responsible for the degradation of cGMP. The mised levek
of this cyclic nuclestide affect many intracellular functions
[Glenn er al. 2007), This drug mechanism could be involved
in the activation of the steraidogenic pathway and testoster-
ane secretion, as recently PDES was identified in Leydig celk
[Scipioni e al. 20051, Steroid hormones are synthesized from
chalesteral in the gonads in response to pituitary hormaones,
such as hUG via the classical first messenger/second messen-
ger pathway. To delineate the mechanism of hCG-mediated
induction of testosterone synthesis, a study was performed
to investigate the changes in 3f-H5D-1, P450,,. and StAR
expression in mouse Leydig cells and an enhanced expres-
sion of these enzymes was detected (Yang er al 2007 In
the present work, after the chronic rreatment with Sildenafil,
isolated and hOG-stimulated Leydig cells presented an
augmented immunolocalization of StAR, P430scc and testo-
sterone. These data indicate that Sildenafil and hCG waould
possibly act synergistically to increase cGMP levels via dif-
ferent mechanisms. The hOG increasss intracellular cGMP
production by activating guanylyl cyclase system (Lin et al
1979; Mukhopadhyay & Leideberger 1988), and 5ildenafl
induces an accumulation of cGMP by inhibiting the PDES,
or could act via MO or AMP-dependent mechanism [Preston
et al. 2004),

The cyclic GMP is synthesized by two dasses of enzymes
called guanylyl cyclases, and hath generate ¢GMP from
intracellular GTP. The pariculate guanylyl cyclases are
membrane bound receprors that hind natriuretic and guany-
lin peptides. The sGC is a heme-comaining, heterodimeric
nitric exide receptor. It consists of veo subunits, « and
which make up the active enzyme. The cGMP acts directly
with effectors, such as cGMP-dependent protein kinases,
cyclic nudeotidegated channels, and cGMP-regulated phos-
phodiesterases [(Wong & Garhers 19923 Krumenacker &
Murad 2006),

Andric et al. (2007) described that the stimulation of bath
guanylyl cyclases and inhibition of phosphodiesterase 5 in
witro were accompanied by elevations in ¢GMP and andro-
gen production. However, the inhibition of sGC and protein
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kimase G [PEG) significantly reduced the StAR phosphorila-
tion, lading to a decreased steroidogencsis, Thus, the
authors suggested thar ¢GMP participatss in Leydig cell ste-
roidogenesis through the PEG-dependent modification of the
StAR protein.

A sudy investigated the effecs of 4f-PMA, a potent acti-
vator of protein kinase C (PKC), on atrial peptide-induced
testosterong production and oGMP accumulation in Levdig
cells. This compound inhibited testosterone production and
markedly reduced the amount of cGMP through an
enhanced phosphodiesterase activity, stimulated by PRC
The testosterone production and c¢GMP formation was com-
pletely reversed in the presence of a phosphodiesterase inhik-
itor, The cause of the decreased hormone production after
4FPMA treatment  was  relaed w0 the  diminished
accumulation of the second messenger (Mukhopadhvay &
Leideberger 1988).

Similarly, the present work shows that the chronic ear-
ment with Sildenafil increased the testosterone biosynthesis
in Leydig cells, pobably through oGMP accomulation due
o PDES inhibition.

The results obtained in the present study are in agreement
with those of Carosa er all (2004). Men suffering from erec-
tile dysfunction have androgen levels significantly lower than
narmal ones. These authors demonstrated the effects of o
different type ¥ phosphodiesterase inhibivors treatments, 5i-
denafil (30 mg) and Tadalafl (20 mg) on the reversibility of
testosterone reduction. This pharmacological therapy was
ahle to enhance testosterone and reduce LH levek, probably
due o the higher frequency of full sexual intercourse. How-
ever, the authors did not rule out the possibility of a direat
effect of the PDES inhibitors on the on the human testis, as
this tissue expresses quite a high level of PDES.

Ehurana and Pandey (1993) demonstrated that the atrial
matrivretic factor, brain matrivretic peptide and C-type natri-
uretic peptide (CMPY induced the production of intermedi-
ate precursors of testosterone hiosynthesis, in purified mowse
Levdig cells. All of these natriuretic peptides stimulared the
steroidogenesis pathways by a tmnsmembrane signal trans
duction mechanism involving the generation and accumula-
tion of intracellular cGMP. This stimulatory effea begins at
the first step involved in the conversion of cholesteral to
pregnenalane.

The pulmonary vasadilator effects of Sildenafil on acute
and chronic hypaxia-induced pulmonary hypertension in ras
are potentiated by atrial natrivretic peptide (AMP), possibly
by a synergistic effect on the increase in plasma cGMP syn-
thesis  (Preston er al. 20040 Similarly, ANP could be
invalved in ¢cGMP synthesis in the Leydig cell, which would
be accumulated in response to Sildenafil treatment. Con-
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versely, the NO exerts an inhibitory effect on Leydig cell ste-
roidogensis, which is not mediated by the sGC as it fails to
increase cGMP production (Del Punta et all 1996). Accard-
ing to Middendorff er al. (1997), MO and CNP have been
shown to influence testosterone release. While CHP increase
testosterone via a promiscums activation of cAMP-depen-
dent pratein kinase by cGMP in mice, a decrease on testos-
terone levels was detected in response to NGO, as this agent
could inhibit P450scc enzyme by directly hinding to its heme
irom.

Androgens have been shown to exert direct vasadilator
effects in arteries fram both humans and expenmental ani-
mals. Oka er al. (2007) demonstrated thar Dehydroepiand-
rosterone, 4 testosterone  precursar, completely  hlocked
hypoxic pulmonary vasoconstriction, which was accompa-
nied by opening potassiom channels, wpregulation of sGC
protein expressionSactivity and improved pulmonary artery
vasodilator respansiveness to MO,

In addition, Seveek et al. (2007) have recently demon-
strated that supraphysiological concentmtions of testwster-
one act via ATP-sensitive K™ channel opening 1o induce
relaxation in radial artery & witro,

Therefare, the present study did not rule our the possible
invalverment of the enhanced steroid hormones bicsynthesis,
after the chronic treatment with Sildenafil, on pulmonary
hyperension improvement.

In conclusion, the chronic treatment with Sildenafil
exerted a stimulatory effect on testosterone  production,
prabably via ¢GMP accumulation. This increased homaonal
synthesis should be taken into account, as this therapeutic
scheme has been extensively used worldwide in patients
with pulmonary hypertension disordes. Additional experi-
ments are in development in our laboratory to describe
the possible effects on sperm parameters and fertilizing
capacity.
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