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RESUMO: As células de Leydig produzem e secretam testosterona, num processo controla-
do pelo Hormônio Luteinizante (LH) e modulado através de diversos fatores. O trifosfato de
adenosina (ATP), no meio extracelular, tem se constituído num novo modulador do processo,
atuando via ativação de receptores purinérgicos. Neste trabalho, a técnica de “patch-clamp” foi
utilizada para detectar e caracterizar as correntes iônicas, induzidas pela ativação desses recep-
tores, em células de Leydig, isoladas a fresco, de testículos de camundongos. A adição de ATP ao
banho levou ao surgimento de uma corrente orientada para dentro, em potenciais hiperpolarizantes.
A amplitude da corrente é dependente da dose de ATP, para cada nível de potencial aplicado à
célula, e apresenta dessensibilização para doses acima de 60 µM. A relação corrente-voltagem é
fortemente retificada na direção de potenciais hiperpolarizantes e apresenta um potencial de re-
versão próximo de zero mV, indicando uma via de baixa seletividade a cátions. Esses resultados
vêm confirmar a presença de receptores purinérgicos em células de Leydig, muito provavelmente
pertencentes à  família P2X.

UNITERMOS: Adenosina Trifosfato. Receptores Purinérgicos. Técnicas de Patch-Clamp.
Células de Leydig.
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Uma nova função para essa molécula seria a de  atuar,
também, como hormônio, secreção autócrina ou pará-
crina, agindo em receptores específicos de membrana,
e, portanto, a partir do meio extracelular. O primeiro a
sugerir isso foi Burnstock(2), baseado em observações
onde o ATP, ou moléculas resultantes do seu catabo-
lismo, como o difosfato de adenosina (ADP) ou ade-
nosina,  induziam algum tipo de sinalização em jun-
ções sinápticas, que ele denominou de transmissão
NANC (Não-Adrenérgica Não-Colinérgica). Esse efei-
to se faria através da ligação das moléculas a recep-
tores específicos, que ele denominou de “receptores

1- INTRODUÇÃO

As células de Leydig produzem e secretam tes-
tosterona em mamíferos, sendo controladas essen-
cialmente pelo hipófise, via Hormônio Luteinizante
(LH). Várias substâncias regulam o processo, haven-
do evidências recentes de que o ATP também atuaria
como modulador do mesmo(1).

Classicamente, o ATP é tido como de importân-
cia fundamental em muitos processos intracelulares,
como no metabolismo energético, na síntese de ácidos
nucléicos e na regulação de atividades enzimáticas.
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purinérgicos”, e reconhecidamente presentes em vá-
rios tipos celulares. Com base em suas propriedades
farmacológicas e moleculares, os receptores purinér-
gicos têm sido agrupados em duas grandes famílias(3):
a P2X (canais iônicos, ativados por ligantes) e a P2Y
(receptores de membranas, acoplados à proteína G).
Dentro de uma mesma família, os subtipos seriam nu-
merados em ordem crescente conforme fossem sendo
clonados.

Em células de Leydig de ratos, Foresta et al.(1)

verificaram que o ATP induz um aumento na produ-
ção e secreção de testosterona de forma dependente da
dose e do tempo de incubação. Os efeitos máximos
observados ocorriam com uma concentração de ATP
de 100 µM e após um tempo de incubação de três
horas. Esse fenômeno é subseqüente a um aumento
na concentração intracelular de cálcio, recrutado
tanto de estoques intracelulares como do meio extra-
celular. Resultados semelhantes foram descritos para
células de Leydig de camundongos, em 1996, por Perez-
Armendariz  et al.,  que observaram, ainda, ser o efeito
do ATP inibido por suramina(4). Neste trabalho, utili-
zamos a variante “whole cell” da técnica de “patch
clamp” para detectar e caracterizar as correntes iô-
nicas induzidas pelo ATP em células de Leydig de ca-
mundongos. Nossos resultados demonstram que o ATP
induz uma corrente com forte retificação em poten-
ciais hiperpolarizantes, carreada esssencialmente por
cátions. Essa corrente apresenta um potencial de re-
versão ao redor de zero mV, sugerindo que a via de
permeação não discrimina entre os vários cátions
presentes no meio intra e extracelular. Tais correntes
são bloqueadas por suramina. Esses achados sugerem
que os receptores presentes nessas células sejam do
tipo P2X.

2- MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Células

Os experimentos foram realizados em células
de Leydig de camundongos suiços, com idade ao redor
de 45 dias. As células foram isoladas, mecanicamente,
por processos de injeção/sucção, com o auxílio de uma
seringa e agulha, contendo solução de Hank(5). Após
serem semeadas sobre lamínulas de vidro, onde ade-
rem, as células são transferidas para uma câmara de
acrílico, de volume aproximado de 300 µL, montada
sobre a platina de um microscópio de fase, invertido
(Nikon-TMD) para a realização dos registros eletrofi-
siológicos.

2.2 Eletrofisiologia

As medidas de correntes foram feitas utilizan-
do-se micropipetas de vidro, para conectar a célula em
estudo ao sistema eletrônico (EPC-7 – Patch Clamp
Amplifier- List Medical). As micropipetas foram feitas
a partir de capilares de vidro borossilicato,  estiradas em
um estirador vertical de dois estágios e possuíam resis-
tência entre 03 e 10 MΩ, quando preenchidas com a solu-
ção descrita abaixo. As correntes iônicas foram medi-
das na configuração “whole-cell” da técnica de “patch-
clamp”(6). Nos experimentos, utilizamos, basicamente,
dois protocolos de voltagens. No primeiro, após o selo
ter sido estabelecido, a célula era submetida a um po-
tencial de – 60 mV, constante ao longo do tempo
(holding). No segundo, aplicou-se uma “rampa” de
voltagem entre –100 e +100 mV, num tempo de dois
segundos, obtendo-se, assim, uma relação corrente-
voltagem. As respostas de corrente foram armazena-
das em um microcomputador, com auxílio de uma pla-
ca de conversão analógica e digital (Labmaster TL-1;
Axon Instruments) e analisadas “off-line” por progra-
mas adequados (Pclamp 6.0; Axon Instruments).

2.3 Soluções e Substâncias Químicas

As células de Leydig foram banhadas por solu-
ção de Hank, cuja composição é a seguinte (mM): NaCl
145,0; KCl 4,6; CaCl2 1,6; MgCl2 1,13; D-glicose 10,0;
NaHCO3 5,0; HEPES 10,0.  pH = 7,4 ajustado com
NaOH. A câmara foi perfundida, continuamente, com
essa solução a um fluxo de aproximadamente 1 ml/min.

 A micropipeta foi preenchida com a seguinte
solução (mM): KCl 150,0; MgCl2 1,0; HEPES 10,0;
CaCl2 0,775 ; EGTA 5,0;  ATP 3,0;  pH ajustado para
7,4 com KOH.

ATP (Na+
2-ATP) foi aplicado às células através

de um sistema de superfusão com capilares de vidro
(0,6 mm de diâmetro), posicionados a uma distância
de aproximadamente 100 µm sobre as células, e um
fluxo ao redor de 70 µL/min.

As drogas e sais utilizados foram adquiridos da
Sigma Chemical Company (USA), as soluções foram
feitas com água milli-Q (Millipore) e os experimentos
realizados a 25 ± 1oC.

3- RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Figura 1 mostra resultados de um experimento
em que a célula teve sua voltagem fixada em-60 mV e
o ATP foi aplicado nos tempos indicados. Como se
pode observar, há o aparecimento de uma corrente ori-
entada para dentro da célula, cuja amplitude é de-
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pendente da dose de ATP aplicada. As correntes pos-
suem uma amplitude relativamente grande (600 pA de
pico, com ATP 100 µM), principalmente se levarmos
em consideração que as células de Leydig possuem di-
âmetro ao redor de 18 µm. O efeito do ATP é plena-
mente revertido, quando se retira a droga do banho.
Outra observação interessante diz respeito ao padrão
temporal da reposta. Aparentemente, existe um com-
ponente de dessensibilização, que é visto após o
atingimento de um pico, num tempo de alguns segun-
dos. Tal componente de dessensibilização é mais acen-
tuado com concentrações maiores de ATP, como pode
ser visto nos registros da Figura 1.

A Figura 2 mostra  a relação corrente-voltagem
para uma célula exposta a 100 µM de ATP, situação
em que se  aplicou uma rampa de  voltagem, entre ±
100 mV, 5 segundos após a aplicação da droga, quan-
do o efeito do ATP está em seu nível máximo. Obser-
va-se, claramente, a presença de uma corrente com
retificação para dentro, em potenciais negativos. O
potencial de reversão da corrente está em torno de zero
mV. Esses dados nos levam a sugerir que se trata de
uma corrente carregada por cátions, porém não seleti-
vamente, e dependente de voltagem.

4- CONCLUSÕES

Esses resultados vêm confirmar, eletrofisiologi-
camente, a presença de receptores purinérgicos em cé-
lulas de Leydig, fato inédito na literatura. A ativação
dos mesmos provoca o surgimento de uma corrente
retificadora para dentro em potenciais hiperpolarizan-
tes, demonstrando uma dependência de voltagem. O
mesmo padrão de corrente já foi observado em várias
outras células (7/10). A amplitude da corrente é influen-
ciada pela dose de ATP utilizada, visto que a corrente
induzida por 100 µM ATP é significativamente maior
do que a ativada por 30 µM. Um outro aspecto que
também aponta para isso é o aparente componente de
dessensibilização que se torna mais evidente em doses
maiores de ATP, o que está de acordo com o observado
em outros tipos celulares(11).

Todas as observações anteriores, somadas, nos
levam à conclusão de que a provável classe de re-
ceptores presentes naquelas células seja a dos recep-
tores P2X (canais catiônicos não seletivos), como mos-
trado para outras células(12, 13). Estudos complementa-
res estão sendo realizados no sentido de se confirmar
tal hipótese.

Figura 1: Correntes induzidas pelo ATP em células de Leydig. O potencial foi mantido em –60 mV e a aplicação da droga está
indicada pelas setas. A resposta maior refere-se a  100 µM de ATP (curva II) e a menor a 30 µM (curva I). Os efeitos são
revertidos pela retirada da droga do banho.
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