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RESUMO 

 

ALMEIDA, R.G. Caracterização da enzima conversora de angiotensina no sêmen de 

touros Nelore. 2016. Tese – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016. 

 

Esse estudo foi realizado com o objetivo de imunolocalizar a enzima conversora de 

angiotensina (ECA) no sêmen de touros Nelore, sua caracterização antes e depois 

da criopreservação do sêmen e sua importância na capacitação espermática. 

Utilizaram-se amostras de sêmen de cinco touros Nelore, sexualmente maduros, 

para a imunolocalização e padrão de localização. Para a caracterização antes e 

depois do congelamento/descongelamento, foram utilizadas amostras de 10 touros 

Nelore, sexualmente maduros. Após a coleta, a metade do ejaculado foi congelado e 

a outra metade foi processada in natura. Imediatamente após a coleta ou 

descongelamento, o sêmen foi centrifugado duas vezes e o pellet ressuspendido 

com TALP. As amostras foram padronizadas numa concentração de 100 x 

106 espermatozoides em 100 μL e submetidas ao western blot e à imunocitoquímica 

utilizando-se o anticorpo anti-ECA. O anticorpo monoclonal utilizado foi capaz de 

reconhecer pelo menos uma banda de proteínas com 100 kDa na suspensão de 

espermatozoides dos touros Nelore, bem como no plasma seminal destes mesmos 

animais. A imunodetecção da ECA no espermatozoide foi caraterizada pela 

coloração intensa observada sobre toda a região periacrosomal, demonstrando a 

localização desta enzima no espermatozoide dos animais avaliados. Após o 

descongelamento, percebeu-se que o processo de criopreservação reduziu a 

intensidade das bandas de proteínas em aproximadamente 70% da quantidade 

inicial (P<0,05), mostrando que houve perda desta enzima durante o protocolo 

utilizado. pela técnica de imunocitoquímica também observou-se uma redução na 

intensidade do corante fluorescente, entretanto, não houve alteração na localização 

da enzima. Houve redução da capacitação espermática e reação do acrossomo no 

grupo tratado com inibidor da ECA (captopril - 10μM) (P<0,05), o que indica ação da 

enzima nesses processos. 

 

Palavras-chave: bovino, espermatozoide, plasma seminal, criopreservação 



 
 

ABSTRACT 

 

ALMEIDA, R.G. Characterization of angiotensin-converting enzyme in Nelore bulls 

semen, 2016. Tese – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016. 

 

This study was conducted to determinate the imunolocalization of the angiotensin 

converting enzyme (ACE) in the semen of Nelore bulls, its characterization before 

and after cryopreservation and its importance in sperm capacitation. Were used 

semen samples from five Nellore sexually mature bulls, for immunolocalization and 

pattern location, and for characterization before and after freeze / thawing, samples 

were used from 10 Nellore sexually mature bulls. After collection with artificial vagina, 

half of the ejaculate was frozen and half was processed in natura. Immediately after 

collection or thawing, the semen was centrifuged twice and resuspended pellet with 

TALP. Samples were standardized to a concentration of 100 x 106 sperm in 100 μL 

and subjected to western blot and immunocytochemistry using anti-ACE antibody. 

The monoclonal antibody used was able to recognize a band of 100 kDa protein in 

spermatozoa suspension of Nellore as well as seminal plasma of these same 

animals. Immunodetection ACE in sperm was characterized by intense staining 

observed on all periacrosomal region, showing the location of this enzyme in sperm 

of animals worked. After thawing, it was noticed that the cryopreservation process 

reduced the intensity of the protein bands in over 70% of the initial quantity (P <0.05), 

showing that this enzyme was lost during the protocol used. The 

immunocytochemistry technique also showed a reduction in the intensity of 

fluorescent dye, however, there was no change in the enzyme's location. There was 

reduction in sperm capacitation and acrosome reaction in the group treated with ACE 

inhibitor (captopril - 10 mM) (P <0.05), indicating action of the enzyme in these 

processes. 

 

Keywords: bovine, sperm, seminal plasma, cryopreservation 
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CAPÍTULO 1 

 

 1 INTRODUÇÃO  

 O exame andrológico e seus testes complementares são ferramentas úteis 

para avaliação de um reprodutor, entretanto, ainda existem variações nas taxas de 

gestações entre touros classificados como aptos à reprodução. Tais variações, 

muitas vezes, são mascaradas pela alta relação touro/vaca, por estações de monta 

prolongadas ou por ineficiente coleta de dados a campo (Kastelic & Thundathil, 

2008). 

 Essas diferenças na fertilidade são encontradas inclusive em sêmen 

congelado de touros provenientes de centrais de congelação, que apesar de 

atenderem aos padrões mínimos de qualidade seminal para comercialização, ainda 

podem apresentar grandes variações na taxa de gestação em programas de 

inseminação artificial (Larson & Miller 2000). Os exames, usualmente realizados 

para se avaliar um touro, conseguem identificar animais com alterações graves, mas 

falham em identificar touros subférteis, com sêmen aparentemente normal (Gadea et 

al., 2004).  

 Existem proteínas envolvidas na migração dos espermatozoides pelo trato 

reprodutivo da fêmea, na capacitação espermática, na reação acrossômica, na 

interação dos espermatozoides com as células do cumulus, na ligação com a zona 

pelúcida (ZP), na penetração da ZP, e na fusão do espermatozoide com o ovócito 

(Ikawa et al., 2010). Embora essas proteínas estejam associadas a funções 

específicas do espermatozoide, a caracterização de mudanças no seu padrão, em 

touros que produzem diferentes índices de gestação, tem grande potencial de 

revelar marcadores moleculares de fertilidade. 

 Alguns pesquisadores já têm caracterizado diferenças na expressão de 

proteínas em animais com diferentes potenciais de fertilização. Por exemplo, 

proteínas de ligação com heparina (heparin-binding proteins 24-31 kDa) foram 

propostas como um marcador genético de fertilidade em bovinos (Bellin et al., 1998; 

McCauley et a.,l 1999). Além disso, já foram relatadas associações entre algumas 
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proteínas específicas do plasma seminal e fertilidade de touros (Killian et al., 1993; 

Moura et al., 2006). 

 Ejaculados de touros Nelore de baixa e alta fertilidade apresentaram 

diferenças na expressão proteômica, identificadas através da eletroforese 

bidimensional (Roncoletta et al., 2006). Da mesma forma, fluidos das glândulas 

acessórias de touros da raça Holandesa de alta fertilidade tiveram mais proteínas do 

plasma seminal bovino (BSP) e fosfolipase A2, que animais de baixa fertilidade 

(Moura et al., 2007). Outra proteína presente no espermatozoide e plasma seminal é 

a enzima conversora de angiotensina (ECA), a ECA está envolvida no processo de 

fecundação do óvulo (Hagaman et al., 1998) e na capacitação espermática (Kohn et 

al., 1995). Diversos motivos que levam a diferenças na fertilidade entre reprodutores 

bovinos ainda estão sem explicação e um melhor entendimento do papel dessa 

enzima na reprodução pode sanar algumas dessas dúvidas. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Enzima conversora de angiotensina I  

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) tem um papel importante 

na regulação da pressão arterial e função cardiovascular. Quando há queda na 

pressão arterial, o angiotensinogênio, uma glicoproteína secretada pelo fígado, é 

clivado pela renina, glicoproteína secretada pelos rins, liberando um decapeptídeo 

inativo denominado angiotensina I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu). Então, 

a enzima conversora de angiotensina I (ECA) converte a angiotensina I, pela 

liberação de dois aminoácidos da porção C-terminal, em um octapeptídeo vasoativo, 

a angiotensina II (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) que atua no aumento da pressão 

arterial (Maciel & Muzzi, 2013). Além disso, a ECA potencializa esse resultado 

inativando a bradicinina, que é um vasodilatador (Somlev & Subev, 1998). 

 A angiotensina II possui efeito vasoconstritor, estimula a liberação da 

aldosterona (hormônio que atua nos rins aumentando a retenção de sódio, a 

reabsorção de água e a excreção de potássio). A ECA é uma dipeptidil 

carboxipeptidase metalopeptidase zinco-dependente, contém 1.278 resíduos de 

aminoácidos e seus inibidores, captopril e inalopril, são amplamente utilizados no 
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tratamento da hipertensão, insuficiência cardíaca e insuficiência renal (Corvol et al., 

1995, Sabeur et al., 2001).  

A ECA é uma ectoenzima ancorada à membrana plasmática, com a maior 

parte de sua massa exposta na superfície da célula. Existem duas isoformas da 

ECA: uma forma somática de cerca de 150-180 kDa, que tem dois sítios 

cataliticamente ativos e está presente em todo o organismo; e uma isoforma menor 

(90-110 kDa) presente nos testículos, que contém um único sítio ativo (Langford et 

al., 1993, Kondoh et al., 2005). A isoforma testicular (tECA) é encontrada 

exclusivamente em células germinativas masculinas após a meiose e é transcrita a 

partir do mesmo gene que a ECA somática (sECA), por um potente promotor 

específico do testículo (Williams et al., 1995, Corvol et al., 2004). 

Com base no efeito já conhecido dos inibidores de ECA, esperava-se que a 

inativação do gene ECA resultasse em uma diminuição da pressão arterial. De fato, 

camundongos ECA-knockout apresentaram uma marcada redução da pressão 

arterial e uma deterioração da função renal (Krege et al., 1995). O completamente 

inesperado, no entanto, foi a observação de que os camundongos machos tiveram 

sua fertilidade severamente comprometida (Esther et al., 1996, Fuchs et al., 2005). A 

ausência de ECA testicular nesses animais não influenciou o número de 

espermatozoides e tampouco sua morfologia, mas causou uma alteração no 

transporte dos espermatozoides na tuba uterina e na ligação destas células à zona 

pelúcida do óvulo (Hagaman et al., 1998). O mecanismo molecular responsável por 

esse efeito ainda permanece desconhecido. Aparentemente não existia um 

substrato envolvido na fecundação para a ação peptidase de ECA, e a inativação de 

outros genes do sistema renina-angiotensina (angiotensinogênio e receptores da 

angiotensina) não induziu a infertilidade masculina (Corvol, 2005). 

Kondoh et al. (2005) relataram em sua pesquisa que a tECA é capaz de 

liberar a porção extracelular de proteínas ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

nos espermatozoides; esta nova função da tECA estaria diretamente relacionada 

com a fecundação do óvulo, independente da atividade proteolítica, previamente 

conhecida da ECA. As células germinativas do testículo são ricas em proteínas GPI-

ancoradas e foi durante uma busca sistemática de novos fatores capazes de liberar 

tais proteínas que Kondoh e colaboradores identificaram um fator de 110 kDa, que 
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após purificado e feito análise proteômica, concluiu-se que era a tECA. A partir desta 

informação, novos campos de investigação foram abertos. 

As proteínas GPI-ancoradas liberadas pela ação da tECA apresentam o 

mesmo tamanho daquelas liberadas pela fosfolipase C fosfatidilinositol (PI-PLC), in 

vitro, uma GPI-ase bem caracterizada e rotineiramente utilizada em pesquisas 

(Corvol, 2005). Kondoh et al. (2005) relataram que as proteínas liberadas da 

membrana do espermatozoide pela ação da tECA são a TSP5 e a PH-20. 

Camundongos que não possuem o gene de tECA são inférteis, já que a liberação 

dessas proteínas permite que o espermatozoide se ligue à ZP e realize a 

fecundação. 

A ECA foi localizada no acrossoma dos espermatozoides de cães por Sabeur 

et al. (2001). Nesta mesma pesquisa, esses autores relatam a presença de ECA 

principalmente na região adluminal dos túbulos seminíferos correspondente às 

espermátides. Localização semelhante foi relatada em coelhos (Berg et al., 1986), 

ratos e camundongos (Langford et al., 1993; Sibony et al., 1994). Outros estudos 

têm mostrado a presença de ECA em toda a área periacrossomal de 

espermatozoides eqüinos (Dobrinski et al., 1997), suínos e ovinos (Boettger et al., 

1993), e em espermatozóides humanos (Kohn et al., 1998). Alguns autores também 

relataram a presença de ECA em gotas citoplasmáticas de espermatozoides de 

suínos e humanos (Brentjens et al, 1986; Foresta et al, 1987). Sibony et al. (1994) 

mostraram que, em camundongos e ratos, a tECA está presente apenas após a 

conclusão da meiose e com expressão máxima na fase de acrossoma. E em 

bovinos, a tECA está presente em toda região periacrossomal (Costa & Thundanthil, 

2012).  

A atividade enzimática de tECA foi relatada no ejaculado do homen 

(Shibahara et al., 2001), do cão (Sabeur et al., 2001), em camundongos (Vanha-

Perttula et al., 1985) e suínos (Heder et al., 1990). A atividade da tECA está 

presente nos testículos, nos espermatozoides e no plasma seminal de garanhões 

pós-púberes, com pouca atividade detectada no testículo ou epidídimo de equinos 

antes da puberdade (Ball et al., 2003). Em suínos, elevada atividade de tECA foi 

correlacionada com ejaculados de menor fertilidade (Heder et al., 1990). Nesse caso 

os autores sugerem que tais achados podem ter sido devido à alta concentração da 
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ECA ter causado a degradação de bradicinina, que sabidamente promove um 

aumento da motilidade espermática (Mitzutani e Schill, 1985; Sato e Schill, 1987).  

Finalmente, o efeito da ECA sobre a capacitação espermática também tem 

sido avaliado em homens e coelhos (Foresta et al., 1987, Singh & Srivastava, 1988). 

Há uma perda gradativa da ECA no espermatozoide durante a capacitação (Kohn et 

al., 1995), ao longo do trato reprodutivo feminino e na fertilização (Kamata et al., 

2001), remanescendo alguma quantidade ao final do processo. Apesar de sua 

liberação na capacitação, seu papel ainda não foi completamente elucidado e vários 

questionamentos ainda encontram-se sem resposta.  

 

2.2 Criopreservação e proteômica seminal 

 A membrana plasmática (MP) delimita a célula espermática, é uma estrutura 

fluida, composta por uma bicamada lipídica (principalmente fosfolipídios - FFL, 

glicolipídios e colesterol) e proteínas, que podem ser integrais ou formar canais ou 

receptores para outras moléculas (Amann e Graham, 2011). A MP, durante o 

resfriamento, passa por modificações em sua estrutura, principalmente na faixa de 

temperatura entre 19 e 8°C, onde há uma diminuição da movimentação lateral dos 

lipídeos, aproximação dos ácidos graxos e transição do estado líquido cristalino para 

gel (Graham, 2011).  

 Nos protocolos de criopreservação, o sêmen normalmente passa por um 

período lento de resfriamento até alcançar temperaturas entre 4 e 5°C, depois passa 

por um intervalo de equilíbrio, que é variável, seguido pela fase de congelação, até   

-40°C e por fim a criopreservação, que se torna possível a temperaturas inferiores a 

-40°C (Wolfe & Bryant, 2001; Leite et al., 2010).  

 O processo de congelamento/descongelamento pode levar à perda de 

aproximadamente 50% da viabilidade das células espermáticas (Watson, 2000). 

Mudanças na membrana dos espermatozoides são as grandes responsáveis por 

essa queda de fertilidade, formação de cristais, influxo excessivo de íons de cálcio e 

desidratação celular são alguns dos danos mais comuns encontrados no processo 

de criopreservação (Jobim et al., 2009).  
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 Autores citam também perdas de proteínas ligadas à membrana espermática 

devido ao processo de congelamento, fato relevante na diferença de fertilidade 

encontrada entre sêmen fresco e criopreservado (Lasso et al., 1994; Ollero et al., 

1998; Nauc & Manjunath, 2000). Uma importante classe de proteínas presente no 

plasma bovino são as BSPs (Bind Sperm Protein), que tem a capacidade de se ligar 

a fosfolipídios e à heparina (Thérien et al., 1999). No momento da ejaculação ela se 

liga às fosfatidilcolinas da membrana do espermatozoide causando sua 

estabilização, funcionando assim como fator decapacitante. Depois, no trato 

reprodutivo feminino, as BSPs se ligam a fatores semelhantes à heparina e induzem 

a capacitação espermática (Bergeron et al., 2005), ou favorecem a ligação do 

espermatozoide às células do epitélio do oviduto formando um reservatório 

espermático (Gwathmey et al., 2006). Desse modo, as BSPs são importantes na 

fertilidade do sêmen. Nauc & Manjunath (2000) observaram acentuada redução, de 

70 a 80%, na quantidade de BSPs na membrana de espermatozoides que passaram 

pelo processo de congelamento/descongelamento. Maior concentração dessa 

proteína foi encontrada por Jobim (2009) no plasma seminal de touros com alta 

congelabilidade. Isso mostra a importância do estudo da proteômica seminal e o 

maior conhecimento acerca das proteínas que podem servir como marcadores de 

fertilidade. 

 A ECA é também uma proteína que está ligada à MP e participa dos 

processos de capacitação espermática e de fusão dos gametas (Konh et al., 1995). 

Esse fato levanta a hipótese de que as mudanças que ocorrem na MP durante a 

criopreservação também possam reduzir a quantidade de ECA nos espermatozoides 

congelados. Mohan et al. (1992) encontraram, em bovinos e bubalinos, redução da 

ECA na MP e aumento no plasma seminal após a criopreservação, os autores 

atribuíram esse resultado ao choque térmico pelo frio que o espermatozoide sofre 

durante o congelamento.  

 

2.3 Capacitação espermática 

 Após a ejaculação, a membrana plasmática do espermatozoide precisa 

passar por alterações fisiológicas para que o gameta masculino possa realizar a 

reação acrossômica e se tornar apto a fecundar o ovócito, esse processo é 
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denominado capacitação espermática (Gadella et al., 2008). Durante a capacitação 

há efluxo de colesterol, aumento da concentração de fosfatidilcolina e 

desestabilização da membrana, levando ao aumento da fluidez da MP (Borges et al., 

2011). Com a perda de colesterol da MP há influxo de bicarbonato e íons cálcio 

elevando o pH intracelular e ativando a adenilatociclase, que faz a conversão do 

ATP em AMP cíclico, estimula a proteína cinase A, a fosforilação da tirosina e 

promove a capacitação do espermatozoide (Gadella et al., 2008). 

 A indução da capacitação in vitro se faz principalmente com cálcio ou 

heparina. A heparina se liga ao gameta, causa uma alteração nas proteínas e 

modifica as estrutura da MP, formando canais de cálcio, o que leva a capacitação da 

célula (Parrish et al., 1988). Após a capacitação espermática o espermatozoide está 

apto a sofrer a reação acrossômica, que é a fusão da membrana acrossomal externa 

à membrana, plasmática. Com essa fusão entre as membranas há formação 

vesículas e liberação de proteases que ajudarão o espermatozoide a penetrar a 

zona pelúcida do ovócito (Yanagimachi, 1994). 

  

2.4 Considerações finais 

Três fatores motivaram a realização desta pesquisa, visto que a ECA pode 

ser um potencial marcador de fertilidade em touros. O primeiro é confirmar a 

localização da ECA no espermatozoide de touros Nelore. O segundo é a ausência 

de informação sobre a caracterização da ECA antes e após a criopreservação 

espermática. E o terceiro, é que a isoforma testicular da ECA parece desempenhar 

um papel importante na capacitação espermática e na fertilização do óvulo, já que 

na sua ausência ocasionam falhas nesses processos.  
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CAPÍTULO 2 

Caracterização da enzima conversora de angiotensina no sêmen de touros 

Nelore 

 

Resumo: Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a 

imunolocalização da ECA no sêmen de touros Nelore, sua caracterização pré e pós-

criopreservação e sua avaliação na capacitação espermática e reação acrossômica 

in vitro. Para a imunolocalização e padronização da enzima foram utilizadas 

amostras seminais de cinco touros e para caracterização pré e pós-criopreservação 

foram utilizadas amostras de 10 touros, todas as amostras são de Nelore 

sexualmente maduros. Metade das amostras foi congelada e metade foi trabalhada 

in natura. Depois da coleta, o ejaculado foi centrifugado e o pellet ressuspendido 

com TALP, padronizado em alíquotas de 100 μL com 100 x 106 espermatozoides. O 

sêmen foi submetido ao teste de western blot com anticorpo monoclonal anti-ECA, 

onde uma banda de proteínas com 100 kDa foi identificada no plasma e no 

espermatozoide dos touros Nelore, o que corresponde à ECA. Na imunocitoquímica, 

observou-se intensa coloração na região periacrossomal, indicando a 

imunolocalização da enzima no espermatozoide dos animais avaliados. O processo 

de criopreservação utilizado reduziu a intensidade da banda de proteínas, no teste 

de western blot, para menos da metade da intensidade encontrada no sêmen in 

natura (P<0,05), entretanto, sem alteração na localização, confirmado pela 

imunocitoquímica. A inibição da ECA pelo captopril, na dose de 10 μM, foi capaz de 

diminuir a porcentagem de espermatozoides capacitados e com reação acrossomal 

positiva (P<0,05), indicando ação da ECA nesses processos. 

 

Palavras-chave: andrologia, bovino, capacitação espermática, proteômica  

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 A enzima conversara de angiotensina (ECA) é uma metaloprotease 

dependente do zinco, ligada à membrana plasmática e que possui duas isoformas. 

Uma somática (sECA 150-180 kDa) encontrada em diversos órgãos e com 
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importante papel no controle da pressão arterial através do sistema renina-

angiotensina-aldosterona. Essa isoforma atua na conversão da angiotensina I, forma 

inativa, em angiotensina II, que é um potente vasoconstrictor e, também, estimula a 

liberação do hormônio aldosterona, que retém sódio e aumenta a pressão arterial. 

Além disso, potencializa seu efeito inibindo a ação da bradicinina, que é um 

vasodilatador (Corvol et al., 1995; Sabeur et al., 2001; Henriques et al., 2003; Corvol 

et al., 2004; Deguchi et al., 2007).  

 A segunda isoforma, de menor peso molecular (90-110 kDa), apesar de ser 

transcrita pelo mesmo gene da sECA, é encontrada exclusivamente nas células 

germinativas masculinas, por isso foi designada como isoforma testicular (tECA). 

Essa isoforma não é expressada em animais antes da puberdade, o que sugere a 

necessidade de estímulo hormonal na sua síntese (Henriques et al., 2003). Ratos 

hipofisectomizados antes da puberdade não expressaram a tECA, porém os animais 

que receberam testosterona, FSH e LH logo após a retirada da hipófise sintetizaram 

a enzima, indicando a necessidade de hormônios reprodutivos na expressão da 

tECA  (Velletri et al., 1985).  

 A tECA tem importante função na fecundação do óvulo pelo espermatozoide. 

Em experimento com camundongos ECA-knockout não se observou alterações no 

número e na morfologia de espermatozoides produzidos, porém eles apresentaram 

problemas na ligação à zona pelúcida (Hagaman et al., 1998). Para que ocorra a 

fecundação é necessário que proteínas como a TESP5 e a PH-20, que são 

ancoradas ao espermatozoide por glicosilfosfatidilinositol (GPI), sejam liberadas e 

esse é um dos papeis realizados pela ECA, motivo pelo qual camundongos ECA-

knockout apresentaram a fertilidade comprometida (Kondoh et al., 2005). 

 Parte das ECAs é liberada durante capacitação espermática (Konh et al., 

1995), o que indica seu efeito também nesse processo,  no entanto seu papel ainda 

não está muito claro. Gur et al. (1998) mostraram que a angiotensina II atua na 

capacitação espermática e reação acrossômica através do receptor AT1, 

evidenciando a ação indireta da ECA nesses processos, já que a enzima é 

responsável pela conversão de angiotensina I em angiotensina II.  

 Estudos têm demonstrado atividade da ECA no sêmen humano (Shibahara et 

al., 2001), canino (Sabeur et al., 2001), suíno (Heder et al., 1990), equino (Ball et al., 

2003) e de roedores (Vanha-Perttula et al., 1985). Em recente estudo Costa & 
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Thundanthil (2012) demonstraram atividade da enzima no ejaculado de touros 

Holandeses, fato que torna a ECA uma proteína candidata a marcador de fertilidade 

para bovinos. Por esse motivo, o trabalho foi conduzido com a finalidade de verificar 

a imunolocalização da ECA no espermatozoide de touros da raça Nelore, comparar 

seu padrão pré e pós-criopreservação e sua importância na capacitação 

espermática. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Animais e coleta de sêmen 

Foram utilizadas amostras de sêmen de 15 touros Nelore (Bos taurus indicus) 

sexualmente maduros. Amostras de cinco animais foram usadas para a 

imunolocalização da ECA no espermatozoide e na avaliação da ECA na capacitação 

espermática. As amostras dos outros 10 animais foram utilizadas na caracterização 

da ECA pré e pós-criopreservação. 

O sêmen foi coletado pela técnica de vagina artificial em Central de 

congelamento. Apenas ejaculados com motilidade maior que 70% e vigor maior que 

três foram utilizados. Após a coleta, uma alíquota de 1,0 mL foi retirada antes da 

criopreservação para as análises do sêmen fresco. Em seguida os ejaculados de 10 

animais foram congelados segundo procedimentos de rotina da Central de 

congelamento (diluidor a base de gema de ovo). Cinco palhetas destes mesmos 

ejaculados de cada touro foram destinadas para análises do sêmen 

congelado/descongelado. 

Após a coleta, o sêmen foi diluído 1:1 em meio tyrode’s albumin lactate 

pyruvate (TALP) e transportado até o laboratório a 35°C em garrafa térmica. No 

laboratório o sêmen foi centrifugado a 700 x g por 30 minutos a 25oC em gradiente 

de percol (90/45%). Em seguida, o sobrenadante (plasma seminal) foi diluído 1:50 

em TALP e o pellet ressuspendido com TALP e centrifugado novamente para retirar 

o percol, a 500 x g por 10 minutos a 25°C. 
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2.2 Western blot 

Para detecção da enzima conversora de angiotensina nos espermatozoides 

de touros Nelore, após a centrifugação com TALP, a concentração do pellet foi 

aferida e alíquotas de 100 µL, contendo 100 x 106 espermatozoides, foram 

submetidas à extração de proteínas com 25 µL de tampão Laemmli (4% SDS, 20% 

glicerol, 10% DTT, 0,004% azul de bromofenol e 0,125 M Tris HCl, pH 6,8) e 

aquecida a 100°C por cinco minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 

11.200 x g, por cinco minutos.  

O sobrenadante (extrato de proteínas) foi submetido à eletroforese em gel de 

SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE 10%), para separação das proteínas segundo seus 

pesos moleculares. Após uma hora, a uma corrente elétrica constante de 100 V, 

verificou-se que as proteínas percorreram toda a extensão do gel. Em seguida, o gel 

foi retirado cuidadosamente do cassete e submerso em etanol 20% por 10 minutos, 

para aumentar a eficiência de transferência. As proteínas foram transferidas do gel 

para uma membrana de nitrocelulose por eletroforese, em sistema de sanduíche, 

com solução tampão de transferência (25 mM Tris, 0,2 M de glicina, e álcool metílico 

a 20%, pH 8,5), a uma tensão constante de 350 mA. As membranas de nitrocelulose 

resultantes foram coradas com ponceau 0,2% em ácido acético para determinar a 

eficácia do electrotransfer. Posteriormente, os sítios inespecíficos de ligação foram 

bloqueados com 3% de leite em pó desnatado, diluído em meio tris-buffered saline + 

tween20 (TTBS), por 60 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as 

membranas foram incubadas (overnight a 4°C) com o anticorpo primário (anti-ACE, 

clone 2E2, Millipore®,1:5.000 em TTBS). Na manhã seguinte as membranas foram 

lavadas três vezes em TTBS, e incubadas com anticorpo secundário (goat anti-

mouse IgG, HRP conjugate, Millipore®, 1:10.000 em TTBS) por uma hora em 

temperatura ambiente. Depois de lavadas três vezes com TTBS, as bandas de 

proteínas foram identificadas por quimioluminescência (Newton et al., 2009).  

Para confirmar que todas as amostras possuem a mesma quantidade de 

proteína, outro gel foi preparado com as mesmas amostras e o western blot foi 

realizado utilizando anticorpo anti-β-tubulina (Peknicova et al., 2007). Os pixels das 

bandas de proteínas foram comparadas com auxílio do software ImageJ 1,40 

(variando entre 0 = anecóico e 255 = hiperecóico), quanto mais proteína presente na 

amostra, mais hipoecóica a imagem e menor a quantidade de pixels. 
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Para detecção da ECA no plasma seminal, foram adicionados 25 µL de 

tampão Laemmli em alíquotas de 100 µL de plasma diluído em TALP (1:50) e 

aquecidas a 100°C por cinco minutos para extração de proteínas. Em seguida as 

amostras foram centrifugadas a 11.200 x g, por cinco minutos e o sobrenadante foi 

submetido ao western blot, pela mesma metodologia usada com os 

espermatozoides. 

 

2.3 Imunocitoquímica 

 O sêmen foi diluído com TALP (1:1) e centrifugado a 700 x g por 30 minutos a 

25oC em gradiente de percol (90/45%), para separar o plasma. O sobrenadante foi 

desprezado e 100 µL do pellet foram diluídos em 1,0 mL de meio phosphate-

buffered saline (PBS). Alíquotas de 50 µL desta solução foram depositadas sobre 

lâminas previamente tratadas com poli-L-lisina e incubadas em temperatura 

ambiente por 60 minutos. Em seguida, o excesso de espermatozoides foi lavado 

com PBS, foi realizada a fixação com paraformaldeído (PFA) a 4% (40 mg de PFA 

em 10 mL de PBS, pH = 7,5) e os sítios inespecíficos bloqueados com goat serum a 

5% em PBS por 60 minutos. Posteriormente as lâminas foram incubadas com o 

anticorpo primário (anti-ACE, clone 2E2, Millipore®,1:5.000) em estufa de CO2 a 

39°C por uma hora. Após três lavagens com PBS, as lâminas foram incubadas com 

o anticorpo secundário conjugado com IgG marcado com CY3 (Millipore®, 1:100 em 

PBS) que emite fluorescência de cor laranja. Após outras três lavagens com PBS 

para retirar o excesso de anticorpo, as lâminas foram incubadas por cinco minutos 

com Hoechst 33258 e em seguida montadas com fluoromount (Sabeur et al., 2001). 

As lâminas foram avaliadas em microscopia de fluorescência (pico de excitação 550 

nm e emissão 570 nm) e contadas 400 células. 

 

2.4 Ensaio de capacitação espermática  

Alíquotas de 50 µL contendo 200 x 106 espermatozoides foram utilizadas para 

constituir os seguintes tratamentos para cada touro: grupo controle (50 µL de sêmen 

+ 50 µL de SP-TALP), grupo heparina (50 µL de sêmen + 49 µL de SP-TALP + 1,0 

µL de heparina 100 µg/µL), grupo captopril + heparina (50 µL de sêmen + 49 µL de 

SP-TALP + 1,0 µL de heparina 100 µg/µL + 10 µM captopril). Os tratamentos foram 



29 
 

incubados em estufa de CO2 a 39°C por 4 horas. A motilidade e vigor espermáticos 

foram avaliados a cada hora em cada grupo experimental, para avaliar se a 

capacitação ocorreu em tempo similar para cada animal avaliado. 

 

2.5 Indução da reação acrossômica nos espermatozoides capacitados 

Após as quatro horas de incubação, uma alíquota de cada tratamento foi 

submetida a mais 30 minutos de incubação com L-α-Lysophosphatidylcholine (LPC), 

para induzir a reação acrossômica nos espermatozoides capacitados (Parrish et al., 

1988). Após esse período, foram preparados esfregaços corados com FITC PSA e 

analisados em microscópio de epifluorescência. Foram contadas 200 células e 

estimado o percentual de espermatozoides com a região acrossomal corada de 

verde, considerados como reação acrossômica positiva. 

  

2.6 Análise estatística 

 O número de pixels e as áreas das bandas de proteínas foram submetidos à 

análise de variância e as diferenças entre os grupos foram comparadas pelo teste T, 

considerando-se o nível de significância de P<0,05. 

 O percentual de células com reação acrossômica positiva entre os 

tratamentos foi comparado pelo teste qui-quadrado. O nível de significância 

considerando foi de P<0,05. 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Imunolocalização da ECA no espermatozoide de touros Nelore 

3.1.1 Western blot 

O anticorpo monoclonal anti-ECA foi capaz de reconhecer pelo menos uma 

banda de proteína, com 100 kDa, na suspensão de espermatozoides de cinco touros 

Nelore (Figura 1a), bem como no plasma seminal destes mesmos animais (Figura 

1b).  
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Figura 1. Imunodetecção da enzima conversora da angiotensina (ECA) no espermatozoide 
(a) e no plasma seminal (b) de touro Nelore, western blot com anticorpo monoclonal anti-
ECA. Cada uma das cinco colunas representa um touro diferente.   

 

O número de pixels das bandas de proteínas encontrado entre os cinco touros 

Nelore está demonstrado na Figura 2. Não houve diferença entre os pixels dos 

espermatozoides e dos plasmas seminais dos touros Nelore utilizados (P>0,05). 

 

 

Figura 2. Número de pixels das bandas ECA, detectadas pelo western blot, de cinco touros 
Nelore, no espermatozoide e plasma seminal, calculada pelo Software ImageJ 1,40. Quanto 
menor o número de pixels maior a quantidade de ECA. 

 

Foi realizado western blot com anticorpo monoclonal anti-β-tubulina para 

avaliar se existia a mesma quantidade de proteína nas amostras avaliadas pelo 

anticorpo anti-ECA. Foi encontrada pelo menos uma banda de proteína, com 50 

kDa, no sêmen dos cinco animais avaliados (Figura 3). 
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Figura 3.  Imunodetecção da β-tubulina no sêmen de bovino. Western blot com anticorpo 
monoclonal anti-β-tubulina. Cada uma das cinco colunas representa um touro Nelore 
diferente.   

 

A contagem do número de pixels das bandas de β-tubulina não demonstrou 

diferenças entre os animais avaliados (P>0,05; Figura 4). 

 

 

Figura 4. Número de pixels das bandas de β-tubulina, detectados pelo western blot, no 
espermatozoide de cinco touros Nelore, calculados pelo Software ImageJ 1,40. Quanto 
menor o número de pixels maior a quantidade de β-tubulina. 

 

3.1.2 Imunocitoquímica 

A imunodetecção da ECA no espermatozoide dos cinco touros foi 

caraterizada pela coloração intensa observada sobre toda a região periacrosomal 

(Figura 5).  
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Figura 5. Imunolocalização da ECA no espermatozoide de touro Nelore. Imunocitoquímica 
com anticorpo monoclonal anti-ECA e anticorpo secundário conjugado com IgG marcado 
com CY3. ECA localizada na região periacrosomal (400 x). 

 

3.2 Caracterização da ECA pré e pós-criopreservação do sêmen de touros 

Nelore 

 

3.2.1 Western blot  

O padrão das bandas de proteínas pré (Figura 6a) e pós-criopreservação 

(Figura 6b) do sêmen com anticorpo anti-ECA, mostra que houve redução na 

quantidade de proteína no processo de criopreservação utilizado.  

O resultado do western blot, com anticorpo anti-β-tubulina (Figura 6c), 

demonstra que a mesma quantidade de proteína foi utilizada nas amostras 

avaliadas.  
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Figura 6. Imunodetecção da ECA no sêmen de touro Nelore pré (a) e pós-criopreservação 
(b). Imunodetecção da proteína β-tubulina (c). Western blot com anticorpo monoclonal anti-
ECA e anti-β-tubulina. Cada uma das 10 colunas representa um touro diferente. 

 

As três ilustrações acima são cortes de uma única foto de uma película de 

raio-x, as três membranas de nitrocelulose foram colocadas juntas com objetivo de 

não haver alterações de intensidade, das bandas de proteínas, advindas de 

diferentes tempos de exposição ao luminol. 

 O processo de congelação aumentou o número de pixels das bandas de ECA 

dos 10 touros Nelore, após a criopreservação (P<0,05), demonstrando que há perda 

desta enzima durante o protocolo utilizado (Figura 7). A quantidade de proteína nas 

amostras de cada animal foi semelhante, comprovado pela quantidade de pixels das 

bandas de β-tubulina dos 10 touros (Figura 8). 
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Figura 7. Número de pixels das bandas de ECA, detectadas pelo western blot, de 10 touros 
Nelore, pré e pós-criopreservação, calculada pelo Software ImageJ 1,40. Quanto menor o 
número de pixels maior a quantidade de ECA. Letras distintas representam diferença 
estatística, pelo teste T (P<0,05).  

 

 
Figura 8. Número de pixels das bandas de β-tubulina, detectado pelo western blot, no 
espermatozoide de 10 touros Nelore, calculado pelo Software ImageJ 1,40. Quanto menor o 
número de pixels maior a quantidade de β-tubulina. 

 

 

3.2.2 Imunocitoquímica 

O padrão de localização da ECA pré (Figura 9a) e pós-criopreservação 

(Figura 9b) do sêmen, foi realizada pela técnica de imunocitoquímica.  

Corroborando com os dados do western blot, percebe-se também que o 

processo de criopreservação reduz a intensidade do corante fluorescente (P<0,05), 

demonstrando que há perda da ECA durante o protocolo utilizado (Figura 9). Não 

houve alteração na localização da enzima com o protocolo de congelação utilizado. 
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Figura 9. Imunolocalização da ECA no espermatozoide de touro Nelore, pré (a) e pós-
criopreservação (b). Imunocitoquímica com anticorpo monoclonal anti-ECA e anticorpo 
secundário conjugado com IgG marcado com CY3. ECA localizada na região 
periacrossomal. 

 

 A média da área corada nos espermatozoides dos 10 touros Nelore avaliados, 

pré e pós-criopreservação, pela imunocitoquímica, identificando a quantidade de 

ECA, está demonstrada na Figura 10. Observa-se que a área marcada pelo corante 

reduziu após o processo de criopreservação. 

 

 

Figura 10. Médias das áreas fluorescentes nos espermatozoides de 10 touros Nelore ± 
desvio padrão, detectadas pela imunocitoquímica, pré e pós-criopreservação, calculada pelo 
Software ImageJ 1,40. Letras distintas representam diferença estatística, pelo teste T 
(P<0,05). 

 

 Na Figura 11 estão representadas as áreas coradas, detectadas pela 
imunocitoquímica pré e pós-criopreservação. Cada linha representa um animal 
diferente, observa-se que todos os animais apresentaram redução da área após a 
criopreservação, relacionado com redução da quantidade de ECA nos 
espermatozoides. 
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Figura 11. Áreas fluorescentes nos espermatozoides de 10 touros Nelore, detectadas pela 
imunocitoquímica, indicando a quantidade de proteína pré e pós-criopreservação. A linha 
tracejada indica a média entre os animais. Calculada pelo Software ImageJ 1,40. 

 

3.3 Avaliação da ECA na capacitação espermática e reação acrossômica in 

vitro 

 

3.3.1 Indução da reação acrossômica nos espermatozoides capacitados 

Após a indução da reação do acrossomo os esfregaços foram analisados em 

microscópio de epifluorescência e os resultados encontrados foram os seguintes: 

Percentual estimado de espermatozoides com reação acrossômica positiva de 83% 

no grupo Heparina (Figura 12a), 11% no grupo controle (Figura 12b) e 13% no grupo 

captopril + heparina (Figura 12c). Houve diferença estatística entre o grupo Heparina 

e os outros dois grupos (P<0,05), porém não houve diferença entre os grupos 

Controle e Heparina + Captopril (P>0,05). 
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Figura 12. Esfregaços corados com FITC PSA em microscópio de epifluorescência para 
estimação da porcentagem de espermatozoides com reação acrossômica positiva. (a) 
heparina, (b) controle e (c) captopril + heparina. Aumento de 400 x. Coloração verde na 
região acrossomal indica reação acrossômica positiva. 

 

4 DISCUSSÃO 

 

 A técnica de western blot com anticorpo monoclonal anti-ECA detectou uma 

banda simples de proteína com massa molecular de aproximadamente 100 kDa em 

extrato preparado de sêmen provenientes dos cinco touros Nelore sexualmente 

maduros. A massa molecular da banda simples de proteína encontrada está de 

acordo com a tECA citada na literatura, entre 90 e 110 kDa  (Corvol et al., 2004). 

Esse resultado foi compatível com os encontrados por outros autores que 

trabalharam com diferentes espécies: coelho (El-Dorry et al., 1982), porco 

(Yotsumoto et al., 1984), homem (Ehlers et al., 1986), rato (Langford et al., 1993), 

carneiro (Gatti et al., 1999) e touro Holandês (Costa & Thundathil, 2012).  

 Observou-se que a mesma quantidade de proteína foi colocada para 

avaliação de cada animal, confirmado pela imunodetecção da β-tubulina nos cinco 

touros Nelore (Figura 2). Isso sugere que as diferenças na intensidade das bandas 

de proteínas encontradas, visualmente, entre os animais (Figura 1a e 1b), sejam 

intrínsecas de cada indivíduo. Outras proteínas, presentes na membrana plasmática 

do espermatozoide ou no plasma seminal, estão correlacionadas com a fertilidade 

em touros, seja de forma proporcional como osteopontina (OPN), BSP 30 kDa, 

fosfolipase A2, proteínas de ligação à heparina, P25b (Parent et al., 1999; Moura et 

al., 2006), ou inversamente proporcional como espermadesina Z13 e clusterina 

(Ibrahim et al., 2000; Moura et al., 2006). Dessa forma, se a diferença, visual, 

encontrada na quantidade de ECA entre os animais avaliados também se mostrar na 
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fertilidade e/ou congelabilidade seminal, a ECA poderia servir como marcador de 

fertilidade.   

 A localização da tECA no espermatozoide é muito variável nas diferentes 

espécies e, inclusive, há controversa entre autores para a mesma espécie. 

Nikolaeva et al. (2006), em estudo com espermatozoide humano, a encontraram na 

região pós-acrossomal e na peça intermediária, já Köhn et al. (1998) a descreveram, 

nessa mesma espécie, em toda a cabeça (acrossomal, segmento equatorial e região 

pós-acrossomal), peça intermediária e cauda, e Foresta et al. (1987) em gota 

citoplasmática.  

 Em suínos tECA foi detectada em espermátides e em gotas citoplasmáticas 

de espermatozoides epididimários (Yotsumoto et al., 1984). Assim como em suínos, 

em experimento com coelhos, Brentjens et al. (1986) encontraram a tECA em 

espermátides e gotas citoplasmáticas. A localização dessa enzima em 

espermatozoide de roedores foi descrita por Metayer et al. (2002) e, tanto em ratos 

quanto em camundongos, ela foi localizada na peça intermediária e na parte inicial 

do flagelo. 

 No presente estudo, a presença da ECA foi detectada na região 

periacrossomal do espermatozoide, assim como em outros experimentos realizados 

com equinos (Dobrinski et al., 1997), caninos (Sauber et al., 2001), suínos e ovinos 

(Boettger et al., 1993). Foram utilizados em nosso estudo touros Bos indicus da raça 

Nelore e os resultados corroboram com os encontrados por Costa & Thundathil 

(2012), que trabalharam com bovinos da raça Holandesa (Bos taurus), onde a ECA 

também foi detectada em toda a região periacrossomal, pela técnica de 

imunocitoquímica.  

 No processo de congelamento/descongelamento do sêmen há modificações 

na estrutura da membrana plasmática (MP), o que pode levar ao choque térmico 

pelo frio, perda de proteínas da superfície do espermatozoide e injúrias na célula 

espermática, como a ruptura da MP e, consequentemente, a morte do 

espermatozoide (Lasso et al., 1994; Jobim et al., 2009). Diversas proteínas seminais 

estão relacionadas com a congelabilidade do sêmen, como a proteína ácida do 

fluido seminal bovino (aSFP), a albumina, a OPN, as proteínas de ligação ao 

esperma (BSP) A1 e A2, e a P25b (Parent et al., 1999; Jobim, 2001; Jobim et al., 

2004). No presente estudo, houve redução na expressão da tECA após a 
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criopreservação do sêmen de aproximadamente 70% (de 2923 para 938,5) (P<0,05), 

semelhantes aos resultados encontrados por Nauc e Manjunath (2000), onde eles 

observaram redução de 70 a 80% na concentração das proteínas BSP ligadas à MP 

depois da criopreservação do sêmen bovino.  

 Assim como a tECA, as BSP A1/A2 estão relacionadas com a capacitação 

espermática e a proteína P25b está envolvida na fusão dos gametas (Berube & 

Sullivan, 1994; Therien et al., 1998) e apesar de não se conhecer o mecanismos 

exato da tECA nesses processos (Konh et al., 1995), o fato dessa enzima também 

estar ancorada na MP (Corvol et al., 1995), assim como as BSP e a P25b, a 

reorganização dos componentes da MP durante o congelamento é, possivelmente, a 

razão da redução na quantidade de tECA detectada nos espermatozoides. Como as 

proteínas citadas acima, que são importantes para a fertilidade do touro, a 

quantidade de tECA no ejaculado bovino, provavelmente, poderia ser considerado 

um fator importante na escolha de um reprodutor para congelamento do sêmen, uma 

vez que após o processo de criopreservação há redução da tECA, assim como 

ocorre para as demais proteínas (Jobim et al., 2009) e sua presença é indispensável 

na fecundação do óvulo (Corvol,  2005; Kondoh et al., 2005). 

 Mohan et al. (1992) em experimento realizado comparando a atividade de 

ECA no sêmen de galo, búfalo e touro, por espectrofotometria (hippuril-L-histidil-L-

leucina, como substrato), relatam que a atividade da enzima, na ave, não foi alterada 

pelo choque pelo frio. Todavia, tanto nos bubalinos, quanto nos bovinos houve 

decréscimo na quantidade de ECA no espermatozoide e aumento no plasma 

seminal, os autores atribuíram esse resultado a uma perda da enzima que estava na 

MP da célula espermática e acúmulo dela no plasma, devido ao choque térmico pelo 

frio que o espermatozoide sofre durante o congelamento. Provavelmente o mesmo 

aconteceu em nosso estudo, já que houve redução na quantidade de ECA nos 

espermatozoides dos touros Nelores após a criopreservação, entretanto a 

quantidade de ECA no plasma, pós-criopreservação, não foi mensurada. 

 Os resultados obtidos pela técnica de imunocitoquímica mostraram 

diminuição na intensidade de fluorescência emitida pelo corante no espermatozoide 

(P<0,05), que pode ser explicada pela redução da enzima na MP após o processo 

de congelamento/descongelamento utilizado, onde o corante estava conjugado, 

porém não houve alteração em sua localização na célula.   
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 Os espermatozoides dos mamíferos passam por mudanças fisiológicas 

durante seu trajeto no aparelho reprodutivo da fêmea, que são chamadas de 

capacitação espermática e reação acrossômica, esse eventos são necessários para 

a fecundação do óvulo (Gur et al., 1998). Ball et al. (2003) sugeriram que a ECA 

desempenha importante função nos processos de capacitação e reação do 

acrossomo nos espermatozoides, apesar de esse mecanismo não estar 

completamente elucidado. No presente experimento, o grupo heparina teve uma 

maior percentagem de espermatozoides capacitados e com reação acrossomal 

positiva, quando comparado aos grupos controle e heparina + captopril (83%, 11% e 

13%, respectivamente) (P<0,05), mostrando que a inibição da ECA pelo captopril (10 

µM) afetou a capacitação e consequentemente a reação do acrossomo. A 

percentagem de espermatozoides que tiveram reação acrossomal positiva no grupo 

com captopril foi similar ao grupo com reação espontânea, controle (P>0,05). Esses 

resultados foram semelhantes aos encontrados em touros Holandês (Costa & 

Thundathil, 2012).  

 Costa e Thundathil (2012) mostraram que espermatozoides e plasma seminal 

de touros Holandês possuem a tECA e comprovaram sua atividade pela hidrólise do 

furanilacriloil-L-fenilalanilglicilglicina (FAPCG) em furanilacriloil-L-fenilalanila e glicil-

glicina. O captopril (10 µM) foi eficiente em inibir a atividade da tECA e, 

consequentemente, a capacitação espermática, por isso houve uma menor 

percentagem de células com reação acrossômica positiva, assim como no presente 

trabalho. 

 Gur et al. (1998) encontraram receptores da angiotensina II (AT1) apenas na 

cauda de espermatozoides não capacitados, porém em células capacitadas, AT1 foi 

encontrado na cauda e região periacrosomal. Esses autores tiveram sucesso ao 

induzir a reação acrossomal in vitro, utilizando angiotensina II na presença de cálcio. 

Provavelmente, a quantidade de inibidor de ECA utilizada em nosso experimento foi 

capaz de reduzir a conversão de angiotensina I em angiotensina II, que parece 

desempenhar importante papel na ativação da reação acrossômica, via receptor 

AT1, fato que explicaria a menor percentagem de espermatozoides capacitados no 

grupo heparina+captopril.  
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5 CONCLUSÃO 

 

 A tECA está localizada na região periacrosomal do espermatozoide de touros 

Nelore e a criopreservação promove sua redução, porém não altera sua localização. 

A inativação da tECA reduz a capacidade do espermatozoide de sofrer a reação 

acrossômica.   
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