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Disfunc¢ao da grelina pode alterar o potencial reprodutivo masculino por
perturbar o suporte nutricional da espermatogénese

Ghrelin dysfunction may alter the reproductive potential of males by disrupting the
nutritional support of spermatogenesis
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RESUMO

A incidéncia de doengas metabdlicas tem vindo a aumentar e estudos recentes tém relacionado este
aumento com uma diminui¢ao da taxa de natalidade. A homeostasia energética do organismo e a sua
regulacdo hormonal é essencial para uma espermatogénese bem-sucedida. A grelina é um péptido
responsavel pela libertagdo da hormona do crescimento e é ainda o ligando enddgeno para o recetor
da hormona do crescimento (GHS-R). Tem vindo a ser demonstrado que esta hormona pode controlar
o sucesso da espermatogénese, mas os mecanismos permanecem desconhecidos. Assim, propomos
estudar o efeito da grelina no suporte nutricional da espermatogénese, que é mantido pelas células de
Sertoli. Para testar esta hipdtese, expusemos células de Sertoli humanas a concentragbes de 20, 100 e
500 pM de grelina, que simulam as concentragdes encontradas em individuos obesos, com peso normal
e severamente subnutridos, respetivamente. Os resultados demonstraram que a grelina interfere com o
perfil metabdlico das células de Sertoli, destacando a importancia de uma dieta equilibrada para manter
o potencial reprodutivo masculino.
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ABSTRACT

The incidence of metabolic diseases has been increasing and recent studies have linked this increase
with a decrease in the birth rate. It is known that body energy homeostasis and regulation is crucial to
maintain a successful spermatogenesis.

Ghrelin is a growth hormone-releasing peptide and the endogenous ligand for the growth hormone
secretagogue receptor (GHS-R). It has been hypothesized this hormone may control the success of
spermatogenesis but the mechanisms remain unknown. Herein, we proposed to study the effect of
ghrelin in the nutritional support of spermatogenesis, which is accomplished by the somatic Sertoli
cells. To explore this hypothesis, we exposed human Sertoli cells to concentrations of 20, 100 and
500 pM of ghrelin, which mimic the concentrations found in obese, normal weight and severely
undernourished men, respectively. We demonstrate that ghrelin modulates the metabolic profile of
human Sertoli cells with possible implications for the nutritional support of developing germ cells,
highlighting the importance of a balanced diet to maintain the reproductive potential of males.
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INTRODUCAO

O bom funcionamento da funcao
reprodutora masculina depende da
homeostasia energética do organismo.
Na verdade, existe uma associacao em
forma de U invertido entre o indice de
massa corporal e a fertilidade masculina,
no qual os homens tanto obesos, como
de baixo peso sio menos propensos a
ter filhos do que os individuos com peso
normal’. A degradacio de qualidade na
dieta é responsavel pelo aumento da
incidéncia da obesidade e de doencas
metabdlicas em idades cada vez mais
jovens, o que pode levar a um aumento
da subfertilidade/infertilidade e/ou a
degradacdo da saude reprodutiva dos
homens?.

A grelina controla o metabolismo
energético do organismo refletindo
o seu estado energético>®. Os niveis
de grelina e o balango energético
do organismo s3o inversamente
proporcionais™®. Alguns efeitos da
grelina em células testiculares ja foram
descritos”®, no entanto o seu efeito
nas células de Sertoli ainda permanece
desconhecido. Até agora, a presenca do
GHS-R em células de Sertoli de rato e
humanas foi apenas descrita por imuno-
histoquimica® '° e aguarda confirmacio
por técnicas de biologia molecular.
As células de Sertoli sao responsaveis
pelo suporte fisico e nutricional das
células germinativas'!, e pelo equilibrio
i6nico do fluido tubular'®'®. A glucose,
o metabolito preferencial das células
de Sertoli, é importada para a célula
por transportadores de membrana de
glucose. Em condi¢bes normais, no
final da glicdlise o piruvato obtido é
convertido em lactato'?, e utilizado pelas
células germinativas para produgio de
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energia e regulacdo da sua atividade
metabdlica'.

O processo de espermatogénese ¢
altamente complexo e sensivel a
regulacio hormonal'>!® e para que este
processo seja bem-sucedido é necessario
que haja uma grande cooperagao
metabolica entre as células de Sertoli e
as germinativas. Embora os mecanismos
moleculares pelos quais a grelina
controlaaespermatogénese permanegam
desconhecidos, o papel desta hormona
na reproduc¢dao masculina tem vindo a
ser descrito como importante.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar o
efeito da grelina na espermatogénese
através da sua aciao direta no
metabolismo da glucose em culturas de
células de Sertoli humanas.

MATERIAL E METODOS

Para alcancar o objetivo proposto,
foram realizadas, a partir de seis
biopsias testiculares de individuos com
espermatogénese conservada, culturas
primdrias de células de Sertoli huma-
nas. Para avaliar o efeito da grelina,
expusemos as culturas celulares a
concentragcbes de 20 pM, 100 pM e
500 pM desta hormona, simulando
as concentragoes encontradas
em individuos obesos’>, com peso
normal® e severamente subnutridos'’,
respetivamente. Foi ainda efetuado um
grupo controlo no qual as células nao
foram expostas a grelina. A expressao do
RNA mensageiro (mRNA) do gene do
GHS-R foi determinada através de reacao
em cadeia de polimeriza¢ao quantitativa
em tempo real. O perfil glicolitico das
células de Sertoli humanas foi avaliado



analisando a produ¢do/ consumo de
metabolitos.

RESULTADOS E CONCLUSOES

Confirmamos a expressao do mRNA do
gene do GHS-R em células de Sertoli
humanas e verificamos que a mesma
aumentou em células expostas a 100
pM de grelina relativamente a células
niao expostas a grelina (14,7 = 4,1 e
0,4 + 0,2 relativo a [3-2 microglobulina,
respetivamente) (Tabela 1).
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expostas a hormona (16,3 = 1,9 pmol/
célula), e aumentou nas células de
Sertoli humanas expostas a 500 pM de
grelina (16,6 = 1,7 pmol/célula) quando
comparadas com células expostas a 100
pM de grelina (13,0 = 1,6 pmol/célula)
(Tabela 2).

A produgdo de lactato pelas células de
Sertoli é extremamente importante,
pois este metabolito ¢é considerado
o substrato preferencial das células
germinativas'®. O lactato produzido

Tabela 1. Expressao do gene do GHS-R em culturas de células de Sertoli

humanas apds exposicao a grelina

Expressao mRNA GHS-R

(Relativo a 3-2 microglobulina)

Controlo 0,4 +0,2
20 pM 4,2 + 2,1
100 pM 14,7 = 4,1°
500 pM 5,2 3,5

Os resultados sao apresentados como média + SEM (n=6 para cada
condi¢ao). Resultados significativamente diferentes (P < 0.05) sao
indicados como: * relativo ao controlo

Sabemos que pela necessidade de
suportar nutricionalmente as células
germinativas, o fluxo glicolitico nas
células de Sertoli é elevado'®. A glucose
¢ importada para a célula de Sertoli
por transportadores de glucose e no
final da glicdlise é obtido piruvato. O
consumo de glucose pelas células de
Sertoli humanas diminuiu em células
expostas a 100 pM de grelina (13,0 =
1,6 pmol/célula) quando comparado
com culturas celulares que nao foram

pelas células de Sertoli é obtido no final
da glicdlise, proveniente do piruvato,
numa rea¢ao catalisada pela enzima
lactato desidrogenase. Nas culturas de
células de Sertoli humanas verificamos
que a produgao de lactato diminuiu em
células expostas a 500 pM de grelina (7,9
+ 2,7 pmol/célula) quando comparadas
com a condi¢ao controlo (12,3 = 2,4
pmol/célula) e com células expostas a 20
pM de grelina (12,3 * 2,4 pmol/célula)
(Tabela 2). Estes resultados indicam-
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-nos uma relagao inversa entre os niveis
de grelina e a produgao de lactato.

significativa quando comparada com
células de Sertoli humanas tratadas com

Tabela 2. Consumo e produg¢ao de metabolitos em culturas de células de Sertoli

humanas apds exposicao a grelina

Metabolito Consumido

Metabolitos Produzidos

(pmol/célula) (pmol/célula)
Glucose Lactato Alanina
Controlo 16,3 = 1,9 12,3 2,4 1,2 +0,2
20 pM 15,9 = 3,6 12,3 £ 2,4 0,7 0,1
100 pM 13,0 = 1,6° 10,5 + 2,3 0,7 £ 0,2
500 pM 16,6 £ 1,7% 7,9 +£2,7% 0,4+0,1"

Os resultados sao expressos como média = SEM (n=6 para cada condi¢do).
Os resultados significativamente diferentes (P<0.05) sdo indicados como: *
relativo ao controlo; # relativo a 20 pM e § relativo a 100 pM.

Nas células de Sertoli e, uma vez que,
a utilizagdo de alanina pelas proteinas é
inibida pela glutamina'®, esta pode ser
convertidaem piruvato, e posteriormente
transformado em lactato, de forma a
assegurar o suporte nutricional das
células germinativas.

No nosso trabalho, as células de
Sertoli humanas expostas a qualquer
concentragdo de grelina utilizada
apresentaram uma diminuicdo na
producao de alanina (0,7 = 0,1; 0,7
+ 0,2 e 0,4 = 0,1 pmol/célula para
concentra¢gdes de 20, 100 e 500 pM
de grelina, respetivamente) quando
comparada com células n3o expostas a
esta hormona (1,2 + 0,2 pmol/célula).
E ainda, para concentragbes de 500
pM de grelina (0,4 = 0,1 pmol/célula)
verificamos que esta diminui¢do é
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20 e 100 pM de grelina (0,7 = 0,1; 0,7
+= 0,2 pmol/célula, respetivamente)
(Tabela 2).

O réacio lactato/alanina é um excelente
indicador do estado redox da célula,
pois a conversao do piruvato em lactato
e alanina é emparelhada com reagdes
NADH/NAD* %, assim o racio lactato/
alanina reflete o equilibrio NADH/
NAD+. Quando analisamos este racio
verificamos que a exposi¢ao a qualquer
uma das concentragdes de grelina
usadas aumentou o récio lactato/alanina
(17,6 = 0,7; 16,1 = 0,6 e 17,7 = 1,9
para concentracoes de 20, 100 e 500
pM de grelina, respetivamente) quando
comparado com células n3o expostas
a grelina (10,3 = 0,7) (Grafico 1),
colocando as células sob grande stress
oxidativo.
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Grafico 1. Racio lactato/alanina em células de Sertoli humanas

apds exposicao a grelina.

Os resultados s3o expressos como média = SEM (n=6 para cada
condicao). Resultados significativamente diferentes (P<0.05)
sdo indicados como: * relativo ao controlo.

Verificamos também que o metabolismo
das células de Sertoli em individuos
gravemente subnutridos (500 pM de
grelina) é o mais alterado, podendo
assim comprometer a espermatogénese.
Apesar deste estudoindicar a grelina com
essencial no controlo do metabolismo de
células de Sertoli humanas, mais estudos
serdao necessarios para esclarecer o efeito
desta hormona no potencial reprodutivo
masculino.
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