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INTRODUCAO

As biotécnicas da reproducdo, principalmente a inseminacéo artificial, tem cada vez
mais se tornado fundamental para pecuaria brasileira. Nesse contexto, a escolha de machos
geneticamente superiores e de fertilidade comprovada é a chave para se obter indices de
prenhez satisfatorios, visto que o sémen desse macho serd utilizado para inseminar varias
fémeas. Além da fertilidade, outro fator importante na utilizacdo de um touro € o grau de
congelabilidade do sémen desse animal, ja que para realizacdo dessas biotécnicas, o sémen
utilizado geralmente é congelado.

A utilizacdo de sémen congelado, principalmente na pecuaria bovina, promove taxas
de prenhez satisfatorias, porém, o processo de criopreservacdo pode levar a perda de
aproximadamente 50% na viabilidade espermatica (Watson, 2000). Durante esse processo, a
membrana plasmatica passa por alteracBes estruturais, principalmente durante a etapa de
resfriamento (de 19°C a 5°C), onde ela passa do estado liquido para o estado gel (Graham,
2011), Essas alteracbes sdo as principais responsaveis por provocar danos estruturais as
membranas e citoesqueleto, alteracGes das proteinas de membranas e aumento intracelular de
ions, o que resulta em diminuicdo da capacidade fertilizante do espermatozoide (Ardon e
Suarez, 2013).

O método mais utilizado hoje em dia para determinar se um touro apresenta as
condi¢cdes minimas para reproducdo e se 0 seu sémen tem condicdes de passar pelo processo
de criopreservacdo € o exame androldgico, que junto com seus testes complementares fornece
informacdes de grande utilidade para a tomada de decisdes estratégicas num rebanho ou numa
central de inseminacao artificial, 0 que pode, muitas vezes, evitar prejuizos econémicos com o
uso de animais de baixo potencial fertilizante. Entretanto, ainda existem diferengas nas taxas
de gestagOes produzidas por touros classificados como aptos para reproducédo, existindo
variacdo até mesmo entre touros de centrais de inseminacéo, classificados como elite (Larson
e Miller, 2000). Tais variacdes, muitas vezes sdo mascaradas pela baixa relagdo touro: vaca,
por estacdes de monta prolongadas e, muitas vezes, por uma escrituragdo zootécnica
ineficiente (Kastelic e Thundathil, 2008).

Como a fertilidade apds o descongelamento do sémen de touros é influenciada por
uma ampla gama de fatores, um uUnico teste de diagnostico ainda ndo pode prever com
precisdo a fertilidade desse sémen, abrindo espago para o surgimento de outras técnicas de
avaliacdo, como o estudo da protedmica seminal (Petrunkina et al., 2007).
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Muitas proteinas estdo envolvidas em processos como: migracdo dos espermatozoides
no trato reprodutivo da fémea, capacitacdo espermatica, interacdo dos espermatozoides com
as células do cumulus, reacdo acrossdmica, ligacdo com a zona pellcida (ZP), penetracdo da
ZP, e fusdo do espermatozoide com o ovocito (Ikawa, et al., 2010). A composicao proteica da
membrana espermaética é alterada com o processo de criopreservacdo, sendo que algumas
proteinas podem ser perdidas ou ter a expressdo diminuida, e outras aumentarem de
quantidade ao final do processo (Roncoletta, 1999).

Ollero et al. (1998) observaram uma reducdo de proteinas membranares no sémen
bovino apds a criopreservacdo. Os pesquisadores concluiram que a identificacdo de proteinas
presentes na membrana espermaética e envolvidas no processo de fertilizacdo, pode servir
como marcador bioguimico para congelabilidade do sémen. Esses marcadores podem auxiliar
no desenvolvimento de testes que avaliem melhor um reprodutor, principalmente os doadores
de centrais de inseminacdo, além de poder ajudar a desenvolver melhores protocolos de
criopreservacao de sémen. Isso resultara em comercializacdo de sémen com maior potencial
fertilizante, aumentando os indices produtivos a campo.

A enzima conversora de angiotensina (ECA) é uma ectoenzima ancorada a membrana
plasmética celular, com sua maior parte exposta na superficie da célula. Existem duas
isoformas dessa enzima. Uma é bem conhecida, chamada de isoforma somatica (SECA), a
qual é um elemento fundamental no sistema renina angiotensina, responsavel por regular a
pressdo artéria sistémica. A outra isoforma € a testicular (tECA), encontrada exclusivamente
no testiculo, a qual esta envolvida em diferentes eventos espermaticos, como motilidade e
fusdo do espermatozoide com o odcito (Corvol et al., 2005). A presenca da isoforma testicular
é fundamental para a correta fertilizacdo, ja que camundongos knockout para essa enzima
tiveram a fertilidade severamente comprometida, apesar de apresentar parametros
espermaticos normais (Hagaman et al., 1998).

Portanto, os efeitos da criopreservacdo sobre a protedmica seminal parece ser algo
muito complexo, e cada proteina parece responder de forma diferente a esse processo. Sendo
assim, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar a enzima conversora de
angiotensina antes e apds a criopreservacdo do sémen de touros da raga Gir, elucidando sua

expressao, imunolocalizacéo e atividade enzimatica.
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REVISAO DE LITERATURA

AlteracOes das membranas espermaticas durante a criopreservacao

A célula espermética apresenta na sua estrutura quatro membranas: a plasmaética, a
nuclear, a acrossomal e a mitocondrial. S&o estruturas formadas por uma bicamada lipidica,
com proteinas integrais e periféricas ancoradas e adsorvidas, organizadas e um mosaico fluido
(Parks e Graham, 1992). As proteinas integrais sdo liberadas apenas por solventes ou
detergentes, ja as periféricas sdo sollveis em diluidores seminais e agua, e sdo facilmente
removidas da membrana. As integrais atuam como poros ou canais na membrana, além de
servirem como receptores de outras moléculas. Tanto as proteinas integrais, quanto as
periféricas, possuem na sua superficie, cadeias de carboidratos carregados negativamente, o
que faz com que proteinas e glicoproteinas do meio externo sejam atraidas, e juntos, esses
elementos formam um glicocalix na superficie espermatica, fundamental para a interacdo do
espermatozoide com o odcito (Amann e Pickett, 1987).

Em geral, nos mamiferos, 70% dos lipidios de membrana sdo fosfolipidios (Flesch e
Gadella, 2000), sendo que esses sdao compostos por uma parte hidrofilica (cabeca) e outra
hidrofébica (cadeia de acidos graxos) que se estende para o interior da membrana, adquirindo
de forma espontanea uma conformacdo de bicamada em meio aquoso (Parks, 1997). Devido a
esse arranjo lamelar apresentado pelas cadeias de acidos graxos, a membrana se torna
hidrofébica, fazendo com que o transporte de moléculas seja feito através de poros ou canais
de proteinas. O resfriamento do espermatozoide leva a um rearranjo de fosfolipidios e
proteinas, o que leva a uma passagem mais rapida de moléculas pela membrana (Amann e
Pickett, 1987).

A fluidez da membrana se deve a capacidade dos fosfolipidios se movimentarem
lateralmente, devido a sua conformacéo lamelar. Essa fluidez é determinada pela proporcéo
de colesterol e fosfolipidios com cadeias de &cido graxos poli-insaturados, assim como a
natureza do fosfolipidio. Em geral, quanto mais colesterol presente, menos flexivel, ou menos
fluida é essa membrana ou regido da membrana, e se a proporcao colesterol: fosfolipidio é
elevada, principalmente se o fosfolipidio for poli-insaturado, mais resistente essa membrana
sera as mudancas de temperaturas. 1sso ocorre porque o colesterol ajuda a manter o0s
fosfolipidios arranjados de maneira lamelar (Amann e Pickett, 1987).

Existem na membrana, alguns fosfolipidios conhecidos como formadores de micela

invertida, ou forma hexagonal Il, onde a por¢édo hidrofobica dos fosfolipidios ficam para fora
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na camada e a hidrofilica para dentro. Esse arranjo hexagonal ndo promove uma barreira de
permeabilidade, e ocorre transitoriamente em membranas bioldgicas durante os eventos de
fusdo de membranas. Em condigdes fisioldgicas, esses fosfolipidios formadores de micela
invertida localizam-se ao redor das proteinas integrais, e essa interacdo evita a ocorréncia da
forma hexagonal Il (Parks e Graham, 1992). Além disso, esses fosfolipidios possuem maior
ponto de fusdo, portanto, quando o espermatozoide € submetido ao processo de resfriamento,
sdo o0s primeiros a sofrerem a transicdo de fase (Parks, 1997). Durante a fase de
reaquecimento, esses fosfolipidios podem desestabilizar a membrana e permitir a formacéo da
forma hexagonal I, resultando em perda da integridade da membrana, levando a formacao de
canais hidrofilicos na membrana que permitem a passagem de ions e pequenas moléculas,
com consequente perda do controle osmético. Se os fosfolipidios ndo puderem reestabelecer
sua associacdo original com as proteinas, essas podem ter suas funcdes alteradas (Parks e
Graham, 1992). Holt e North (1985) demostraram que a célcio-ATPase tem sua atividade
diminuida devido a transicdo de fase sofrida pelos lipidios que ficam ao redor do sitio dessa
enzima.

Normalmente, as particulas intramembranosas sdo distribuidas de forma aleatoria entre
os folhetos da bicamada lipidica (Amann e Pickett, 1987). O resfriamento lento resultou em
redistribuicdo dessas particulas na membrana espermaética de ovinos (Holt e North, 1985).
Aparentemente, as particulas que estdo na regido da membrana plasmatica sobreposta pela
membrana acrossomal parecem ndo sofrer alteracdo. Ja na regido pds-acrossomal, as
particulas intramembranosas se redistribuem para a regido equatorial e proximo ao pescoco,
tendo dessa forma areas desprovidas dessas particulas e outras com um grande aumento. Essa
reorientacdo das particulas intramembranosas provavelmente €& consequéncia da
movimentacdo dos fosfolipidios para areas livres de proteinas, levando a agregagdo de
proteinas integrais, e com o resfriamento rapido e consequente choque térmico pelo frio, o
arranjo normal ndo € reestabelecido apds o aquecimento a 37°C (Amann e Pickett, 1987).

Outras estruturas presentes na membrana de um espermatozoide sdo as “bombas”, as
quais sdo responsaveis em manter as concentraces de calcio, sodio, potassio e magnésio
dentro dos intervalos fisiol6gicos. Uma das bombas mais conhecidas é a de sddio—potassio,
responsavel por mover sodio para fora e potassio para dentro da célula. Essa funcdo é
dependente de ATP, e a producdo dessa diminui a medida que a temperatura é reduzida,
diminuindo a capacidade da “bomba”. Com isso, menos potdssio entra na célula, e a
proporcdo sodio-potéssio fisioldgica é alterada, o que provavelmente leva a uma

despolarizacdo da membrana, levando a um aumento dos canais de calcio, com influxo desse
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ion para dentro da célula (Parks e Graham, 1992). Esse acimulo intracelular de calcio foi
correlacionado com danos a membrana, devido a hidrélise de fosfolipidios resultante da

ativacdo de fosfolipases (Watson, 2000).

Proteinas seminais e criopreservagao

Existem relatos de resisténcia espermatica ao processo de congelacdo desde 1776, por
Spallanzini, porém foi a partir da descoberta dos efeitos crioprotetores do glicerol, por Polge
et al. (1949), que a criopreservacdo espermatica comecou a ser difundida. O processo consiste
basicamente em diluicéo, resfriamento, congelagdo, armazenamento e descongelagéo, e para
que, ao final desse processo, seja possivel obter um sémen com capacidade fertilizante é
necessaria uma interacdo entre diluidor, curva de resfriamento e congelacédo e descongelacédo
(Amann e Pickett, 1987).

O choque térmico pelo frio ocorre quando o sémen é resfriado rapidamente da
temperatura ambiente para 0°C, e ¢é caracterizado por movimento circular dos
espermatozoides, perda prematura da motilidade, diminuicdo da producdo de energia e
aumento da permeabilidade da membrana com consequente perda de ions e moléculas
intracelulares. Os danos a membrana espermatica sdo 0s grandes responsaveis por essas
alteracdes decorrentes do choque pelo frio (Amann e Pickett, 1987). Uma forma de diminuir
esses efeitos & promover o resfriamento lento do sémen diluido, além da adicdo de proteinas
do leite ou da gema do ovo nos diluidores seminais (Amann e Pickett, 1987).

Com o advento da protedmica, muitos estudos comecaram a ser desenvolvidos com o
objetivo de caracterizar as proteinas presentes no sémen, com isso, identificar alteracGes na
composicao proteica apos a criopreservacao e correlacionar essas alteracbes com o padrao de
fertilidade e congelabilidade do sémen de cada animal. Ollero e colaboradores, em 1998,
observaram, através de western blot de extrato espermatico, que o sémen criopreservado
apresentava 4 bandas proteicas a menos do que o sémen fresco, e que portanto o processo de
congelacao/descongelacéo levaria a perda de proteinas.

Por muito tempo foi assumido que a criopreservagdo levava a liberagdo de proteinas,
principalmente enzimas, da superficie espermatica para o fluido extracelular. Porém, tem sido
demonstrado recentemente que além da perda de algumas proteinas pelo espermatozoide,
ocorre também aumento na expressao de outras proteinas, tanto no espermatozoide quanto no
plasma seminal. Ardon e Suarez (2013), observaram uma maior expressdo da bind sperm
protein (BSP) 1, BSP3 e BSP5 no espermatozoide de touros apds o processo de

criopreservacao quando comparado ao sémen fresco. Ja Wang et al. (2014) demonstraram um
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aumento na expressao de 22 proteinas do espermatozoide de humanos submetidos a
congelacao/descongelacéo.

A diferenca de resposta das proteinas ao processo de criopreservacao ficou claro em
um trabalho realizado por Westfalewicz et al. (2015), onde os pesquisadores estudaram,
através da eletroforese 2-D, as mudangas na composic¢do proteica do sémen bovino fresco,
durante o periodo de equilibrio (4°C por 2,5 horas) e congelado, e observaram que no extrato
espermatico, 25 spots de proteinas (representando 16 proteinas) alteraram a expressdo apos o
processo de criopreservacao, sendo que 18 spots diminuiram e 5 aumentaram a expressao
apos a criopreservacdo. Ja no fluido seminal, identificaram 6 spots de proteina (representando
4 proteinas) que tiveram a expressdo alterada, sendo que 2 spots aumentaram e 4 diminuiram
a expressdo. A maioria dessas proteinas espermaticas afetadas pela criopreservacdo sao
proteinas ligantes de membrana, e segundo os autores, a perda dessas proteinas podem alterar
o0 revestimento natural do espermatozoide. Esses autores observaram também, que as maiores
mudancas ocorrem no periodo de equilibrio, onde ocorre a interagdo com o diluidor.

Existem variacdes na composicao proteica no sémen de individuos da mesma espécie,
e alguns estudos tém correlacionado a expressao de algumas proteinas com a congelabilidade
do sémen. Roncoletta et al. (1999) observaram através de gel de eletroforese, que animais de
alta congelabilidade apresentavam uma banda de proteina de aproximadamente 61,8 KDa, e
que os animais de baixa congelabilidade ndo apresentavam essa banda. Jobim e colaboradores
(2003), encontraram uma maior expressao das proteinas de 15-16 KDa, 11-12 KDa, 13-14
KDa e 18-20 KDa no plasma seminal de touros classificados como produtores de sémen de
alta congelabilidade, e segundo os autores, essas proteinas seriam a BSP-A1/-A2, proteina
acida do fluido seminal (aSFP), BSP-A1/A2 ou A3, e clusterina cadeia alfa, respectivamente.
Em contra partida, associaram a proteina de 25-26 KDa com sémen de baixa congelabilidade,
e que essa proteina provavelmente seria a prostaglandina D sintetase tipo lipocaina.

Proteinas trasmembranais também sdo alteradas pelo processo de criopreservagéo.
Danos severos foram observados no acrossoma de 60% dos espermatozoides criopreservados
de touros, e mais da metade desses animais apresentaram localizacdo errdnea da proteina
IZUMOL, uma proteina transmembranar responsavel pela fusdo do espermatozoide com a
membrana do o0cito apos a reacdo acrossomal. Além disso, apés incubacdo por 360 minutos,
uma porcentagem maior de espermatozoides criopreservados perderam a IZUMOL1 em
comparacdo ao sémen fresco (Fukuda et al., 2016). Mohan et al. (1992), avaliaram a atividade
enzimética da ECA no espermatozoide e plasma seminal de touros e bufalos, e demonstraram

que a atividade dessa enzima diminuiu no espermatozoide, e aumentou no plasma seminal
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apoOs a criopreservacdo do sémen de ambas as espécies, e atribuiram esses achados as
alteracOes decorrentes do choque pelo frio.

Enzima conversora de angiotensina |

O sistema renina-angiotensina tem um papel importante na regulacdo da pressao
arterial e funcdo cardiovascular. Esse sistema € ativado quando ha uma queda na pressao
arterial, fazendo com que o figado secrete uma glicoproteina, o angiotensinogénio. Essa
glicoproteina é entdo clivada pela renina (produzida pelos rins), liberando um decapeptideo
inativo, chamado de angiotensina I. Esse decapeptideo é entdo convertido em um
octapeptideo vasoativo, a angiotensina Il, através da remocdo de dois aminoacidos da porcéo
C-terminal pela acdo da ECA, resultando em aumento da pressdo arterial (Maciel e Muzzi,
2013). Essa enzima também inativa a bradicinina, um polipeptidio vasodilatador,
potencializando o efeito citado. Essas ac0es da ECA sdo mediadas pela sua atividade
metalopeptidase dependente de zinco, sendo inibida pelo captopril e inalapril, substancias
amplamente utilizadas no tratamento da hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia
renal (Corvol et al., 1995, Sabeur et al., 2001).

A ECA é uma ectoenzima ancorada a membrana plasmatica, com a maior parte de sua
massa exposta na superficie da célula. Existem duas isoformas da ECA: uma forma somaética
de cerca de 150-180 kDa, que tem dois sitios cataliticamente ativos, e uma menor isoforma
(90-110 kDa) presente nos testiculos, que contém um Unico sitio ativo (Langford et al., 1993,
Kondoh et al., 2005). A isoforma testicular (tECA) € encontrada exclusivamente em células
germinativas masculinas apds a meiose e é transcrita a partir do mesmo gene que a ECA
somatica (SECA), por um promotor especifico do testiculo (Williams et al., 1995, Corvol et
al., 2004).

Com base no efeito j& conhecido dos inibidores de ECA, esperava-se que a inativagdo
do gene ECA resultaria em uma diminuicdo da pressdo arterial. De fato, camundongos
knockout para as duas isoformas da ECA apresentaram uma marcada reducdo da pressdo
arterial e uma deterioracdo da fungdo renal, porém, como efeito adicional, tiveram uma
acentuada reducdo na fertilidade (Krege et al., 1995). Quando foi inibida a sintese apenas da
isoforma somatica da ECA, os camundongos apresentaram um severo comprometimento
renal, porém apresentaram fertilidade normal. J& quando foi inibida apenas a isoforma
testicular, mantendo-se a isoforma somatica, a deficiéncia na fertilidade foi acentuada,
sugerindo que a isoforma participante da fertilizacdo seja a tECA. Além disso, a auséncia da

ECA testicular nesses animais nao influenciou o nimero de espermatozoides e tampouco sua
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morfologia, mas causou uma alteracdo no transporte dos espermatozoides na tuba uterina e na
ligacdo com a zona peldcida do odcito (Hagaman et al., 1998). O mecanismo molecular
responsavel por esse efeito ainda permanece desconhecido.

Kondoh et al. (2005) relataram em sua pesquisa que tECA era capaz de liberar a
porcdo extracelular de proteinas ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI); esta nova
funcdo da ECA estaria diretamente relacionada a fecundacéo do odcito pelo espermatozoide,
independente da atividade proteolitica, previamente conhecida da ECA. As células
germinativas do testiculo sdo ricas em proteinas GPIl-ancoradas, e foi durante uma busca
sistematica de novos fatores capazes de liberar tais proteinas que os pesquisadores
identificaram um fator de 110 kDa, que ap6s purificado e feita a analise proteémica,
identificaram como sendo a tECA. A partir desta informacéo, novos campos de investigacdo
foram abertos.

In vitro, as proteinas GPl-ancoradas liberadas por acdo de ECA tinham o mesmo
tamanho daquelas liberadas pela proteina bacteriana fosfolipase C fosfatidilinositol (PI-PLC),
uma GPlase bem caracterizada e rotineiramente utilizada em pesquisas (Corvol, 2005). Além
disso, Kondoh et al. (2005) também relataram que as proteinas GPl-ancoradas TSP5 e PH-20
sdo liberadas da membrana do espermatozoide pela acdo da ECA. Tais proteinas ja eram
conhecidas por seu papel na fertilizagdo do odcito. Camundongos que nao possuiam o gene de
tECA ativo ndo tiveram essas proteinas liberadas e consequentemente seus espermatozoides
ndo conseguiram se ligar a zona pelucida.

A ECA foi localizada no acrossoma dos espermatozoides de cdes por Sabeur et al.
(2001) por imunocitoquimica. Nesta mesma pesquisa, usando imunohistoquimica, esses
autores relatam a presenca de ECA principalmente na regido adluminal dos tubulos
seminiferos correspondente as espermatides. Localizagdo semelhante foi relatada em coelhos
(Berg et al, 1986), ratos e camundongos (Langford et al, 1993; Sibony et al, 1994). Outros
estudos tém mostrado a presenca de ECA em toda a area periacrosomal de espermatozoides
equinos (Dobrinski et al., 1997), suinos e ovinos (Boettger et al., 1993), e em espermatozoides
humanos (Kohn et al., 1998). Alguns autores também relataram a presenca de ECA em gotas
citoplasmaticas de espermatozoides de suinos e humanos (Brentjens et al, 1986; Foresta et al,
1987). Sibony et al. (1994) mostraram que em camundongos e ratos, tECA estava presente
apenas apds a conclusdo da meiose, com expressao maxima na fase de acrossoma. Ja no
espermatozoide bovino a tECA foi encontrada no acrossoma dessas células (Costa e
Thundathil, 2012).
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A atividade enzimética da ECA tem sido relatada no ejaculado do homem (Shibahara
et al., 2001), no cédo (Sabeur et al., 2001), em camundongos (Vanha-Perttula et al., 1985) e
suinos (Heder et al., 1990). Costa e Thundathil (2012) relataram atividade enzimatica da
ECA, através da hidrolise do furanilacriloil-L-fenilalanilglicilglicina (FAPGG), no
espermatozoide e no plasma seminal de touros Holandés, sendo essa atividade inibida por
10uM de captopril. Outros trabalhos j& haviam relatado atividade enzimatica da ECA no
sémen de touros, utilizando como substrato o hip-his-leu (Singh et al., 1985; Heder et al.,
1989)

A expressdao da ECA parece ser dependente de testosterona. Velletri et al. (1985),
investigando esta hipdtese, observaram que ratos pré-puberes submetidos a hipofisectomia
perdiam a capacidade de sintetizar a isoforma testicular da ECA quando puberes. Neste caso,
reposicdes hormonais com testosterona, horménios foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante
(LH), se feitas logo apds a hipofisectomia, eram capazes de manter a atividade da ECA,
indicando a necessidade da manutengdo da glandula pituitaria integra e consequentemente a
estimulacdo da esteroidogénese nos testiculos, para o processo de sintese da enzima. No
cavalo, a atividade da ECA esta presente nos testiculos, nos espermatozoides e plasma
seminal de garanhBes poOs-puberes, com insignificante atividade detectada no testiculo ou
epididimo de equinos antes da puberdade (Ball et al., 2003)

O efeito da ECA sobre a capacitacdo espermatica também tem sido avaliado em
algumas espécies. Uma parte do conteido da ECA é liberada durante a capacitacdo (Kohn et
al.,, 1995), enquanto outras partes parecem ser liberadas durante a passagem dos
espermatozoides pelo trato reprodutivo feminino e durante a fertilizacdo (Kamata et al.,
2001). Em humanos, a ECA ¢ liberada do espermatozoide durante a capacitacdo in vitro,
independente da morte celular ou da reacdo acrossomal (Foresta et al., 1987). Sua liberacéo
do espermatozoide durante a capacitacdo espermatica ja foi demonstrada também em bovinos
(Singh et al., 1985) e coelhos (Singh e Srivastava, 1988). Segundo Ball et al. (2003) a inibi¢&o
da ECA durante a incubacdo in vitro de espermatozoides equinos com progesterona,
aparentemente potencializou a capacitacdo, determinada pela maior habilidade do
espermatozoide promover exocitose acrossomal. Porém, quando Foresta et al. (1991) inibiram
a ECA com captopril, a reagdo acrossomal foi diminuida, assim como a penetragdo de oo0citos
de camundongos pelos espermatozoides humanos. Costa e Thundathil (2012) tiveram
resultados semelhantes aos obtidos por Foresta et al. (1991), onde a utilizagédo de 10uM de
captopril diminuiu a porcentagem de espermatozoides com acrossoma reagido, e 0s autores

sugeriram que essa diminuicdo foi devido a reducdo na producdo de angiotensina Il, um
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importante estimulador de reacdo acrossomal em espermatozoides capacitados de bovinos e
equinos. Apesar de sua liberacdo durante a capacitagéo, seu papel durante esse processo ainda
ndo foi completamente elucidado e varios questionamentos ainda encontram-se sem resposta.

Assim como outras proteinas da membrana espermatica, a tECA foi correlacionada
com parametros espermaticos, e parece estar expressa em diferentes quantidades em sémen de
diferentes graus de fertilidade. Foi demonstrado por Nikolaeva et al., (2006) que a expresséo
da tECA ¢ alterada em espermatozoides com baixa motilidade e/ou alteracdes morfoldgicas.
Esses autores encontraram uma expressdo de tECA 2,5 vezes maior na superficie de
espermatozoides humanos anormais, corroborando os resultados de Siems et al. (1991) e
Kohn et al. (1998). Shibahara et al. (2001), também encontraram uma maior atividade da
tECA no espermatozoide de pacientes humanos inférteis, que apresentavam motilidade
reduzida, e sugeriram que, em espermatozoides normais, a tECA ¢€ liberada, e isso faz com
que o espermatozoide adquira sua capacidade fertilizante, jA& em células defeituosas, essa
enzima ndo consegue se desprender da membrana. Em suinos, elevada atividade de ECA foi
correlacionada com ejaculados de menor fertilidade (Heder et al., 1990). Nesse caso 0s
autores sugeriram que tais achados podem ter sido devido a alta concentracdo de ECA ter
causado a degradacgédo de bradicinina, que sabidamente promove um aumento da motilidade
espermatica (Sato e Schill, 1987; Mitzutani e Schill, 1985).

Desta feita, alguns pontos devem ser considerados. O primeiro é que a tECA tem um
papel fundamental na fertilizacdo do odcito e sua auséncia ocasiona uma falha grave nesse
processo. O segundo, € gque por ser uma proteina ancorada a membrana plasmatica, esta
sujeita a modificagdes durante o processo de criopreservacao; e o terceiro é que ha pouca
informacao sobre a caracterizacdo de ECA antes e ap0s a criopreservagdo espermatica.
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Artigo: Caracterizacdo da enzima conversora de angiotensina antes e apds a

criopreservacao do sémen de touros Gir Leiteiro

RESUMO

FURTADO, F.H.G. Caracterizacdo da enzima conversora de angiotensina antes e apos a
criopreservacao do sémen de touros Gir Leiteiro. 2017. Dissertacdo - Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2017.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar a enzima conversora de
angiotensina (ECA) antes e ap6s a criopreservacdo do sémen de touros Gir Leiteiro. Foram
utilizados ejaculados de cinco touros sexualmente maduros. Apés a coleta, uma aliquota de
1ml foi retirada para analise com o sémen fresco, e o restante foi submetido ao processo de
criopreservacao, sendo mantido em nitrogénio liquido até 0 momento da analise do sémen
descongelado a 37°C por 30 segundos. O sémen fresco, apds a coleta, e o criopreservado apos
a descongelacédo, foram centrifugados duas vezes com TALP para retirada do plasma e do
diluidor, respectivamente. As amostras foram entdo submetidas as técnicas de western blot,
imunocitoquimica e atividade enzimatica. Através do western blot com anticorpo monoclonal
anti-ECA, foi possivel observar uma banda de 100 kDa em todos os cinco touros analisados,
sendo que a intensidade dessas bandas diminuiu 70% (p<0,05) apds a criopreservacao. A
imunocitoquimica revelou uma localizacdo periacrossomal da ECA, sendo que a area corada
pelo anticorpo fluorescente diminuiu significativamente (p<0,05) apds a criopreservagdo. A
atividade enzimatica foi avaliada atraves da hidrélise do substrato FAPGG, a qual foi
significativamente menor (p<0,05) no sémen criopreservado quando comparado ao sémen
fresco. Portanto, o processo de criopreservacgdo leva a diminuigdo da intensidade das bandas
de ECA, da area corada na imunocitoquimica e na atividade enzimatica da ECA no sémen de

touros Gir Leiteiro.

Palavras-chave: bovino, espermatozoide, protebmica seminal, sémen



567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
S77
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590

591

22

ABSTRACT

FURTADO, F.H.G. Characterization of angiotensin-converting enzyme before and after the
cryopreservation of Gyr bulls semen. 2017. Dissertacdo - Faculdade de Medicina Veterinéria

e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2017.

The objective of this study was to characterize the angiotensin-converting enzyme (ACE)
before and after cryopreservation of semen from bulls Gyr. The ejaculates of five sexually
mature bulls were used. After collection, a 1ml aliquot was removed for analysis with fresh
semen, and the rest was submitted to the cryopreservation process, being kept in liquid
nitrogen until the analysis of the thawed semen at 37°C for 30 seconds. Fresh semen after
collection and cryopreserved after thawing were centrifuged twice with TALP for plasma and
diluent withdrawal, respectively. The samples were submitted to western blot,
immunocytochemistry and enzymatic activity. Through the western blot with anti-ACE
monoclonal antibody, it was possible to observe a band of 100 KDa in all five bulls analyzed,
and the intensity of these bands decreased 70% (p <0.05) after cryopreservation.
Immunocytochemistry revoked a periacrossomal localization of ACE, and the area stained by
fluorescent antibody decreased significantly (p <0.05) after cryopreservation. The enzymatic
activity was evaluated by the hydrolysis of the FAPGG substrate, which was significantly
lower (p <0.05) in cryopreserved semen when compared to fresh semen. Therefore, the
cryopreservation process leads to a decrease in the intensity of the ECA bands, the stained

area in immunocytochemistry and in the enzymatic activity of ACE in Gyr bull semen.

Keywords: bovine, semen, seminal proteomics, spermatozoa
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INTRODUCAO

A pecuéria estd cada vez mais dependente da utilizacdo de biotécnicas reprodutivas,
em especial a inseminacao artificial, sendo que o sémen congelado é utilizado quase que na
totalidade das inseminacdes realizadas. Segundo a Associacdo Brasileira de Inseminacédo
Acrtificial (ASBIA, 2013), foram comercializadas 14,3 milhdes de doses de sémen no Brasil
em 2013, sendo que 41,2% dessas doses foram oriundas de touros de racas leiteiras, e 0S
touros Gir Leiteiro representam a terceira raca leiteira que mais comercializou doses no
ambito nacional, e a que mais exportou doses dentre as racas leiteiras. O sémen dos touros Gir
é muito utilizado, principalmente nos climas tropicais, devido a sua rusticidade e docilidade
dos animais, sem perder a eficiéncia produtiva (Carvalho et al., 2003)

Dessa forma, o processo de criopreservacdao do sémen se torna fundamental, ja que a
aquisicdo de um touro de alto valor genético é algo muito dispendioso. A inseminacao
artificial com sémen congelado promove taxas de prenhez satisfatdrias, porém, o processo de
criopreservacdo ainda leva a perda de aproximadamente 50% na viabilidade espermatica
(Watson, 2000). Durante esse processo, a membrana plasmatica passa por alteracdes
estruturais, principalmente durante a etapa de resfriamento (de 19°C a 8°C), onde passa do
estado liquido para o estado gel (Graham, 2011), e sdo essas alteracdes as principais
responsaveis por provocar formacdo de cristais de gelo intracelular, influxo excessivo de ions
de célcio e desidratacdo celular, resultando em diminuicdo da capacidade fertilizante do
espermatozoide (Jobim et al., 2009).

As alteracdes espermaticas decorrentes da criopreservacdo englobam também
mudancas na composi¢do proteica, tanto do fluido seminal quanto da membrana espermatica
(Westfalewicz et al., 2015). Nauc e Manjunath (2000) relataram uma diminuicdo de 70-80%
na concentracdo das proteinas BSP-A1-A2, BSP 0A3 e BSP-30KDa, no plasma seminal de
touros, apds a criopreservacdo, quando comparado ao sémen fresco dos mesmos animais,
sendo essas proteinas mais tarde correlacionadas positivamente com a congelabilidade do
sémen bovino (Jobim et al., 2009). Ja Westfalewics et al. (2015), estudando as alteracdes
proteicas, decorrentes da criopreservacdo, na membrana espermética, observaram mudanca na
expressao de 16 proteinas, sendo que a maioria delas diminuiram sua expressao apds o
processo de congelacdo/descongelagéo.

A enzima conversora de angiotensina (ECA) é uma das proteinas pertencentes a
membrana espermética. E uma mataloprotease dependente de zinco que estad ancorada a
membrana plasmatica celular, com a maior parte da sua massa exposta na superficie da célula

(Corvol et al., 2004). Essa enzima possui duas isoformas, uma somatica e outra testicular. A
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isoforma somatica (SECA) apresenta peso molecular de 150-180 KDa, é encontrada em
diversos 6rgéos, e desempenha papel fundamental no controle da presséo arterial, convertendo
angiotensina | (peptideo inativo) em angiotensina Il (peptideo vasoativo) dentro do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, além de inibir a bradicinina (peptideo vasodilatador),
resultando em aumento da presséo arterial. Sua acdo € inibida por algumas substancias, como
o captopril e inalapril, amplamente utilizados no tratamento de pressdo alta (Corvol et al.,
2004; Deguchi et al., 2007).

A isoforma testicular (tECA) apresenta um menor peso molecular (90-110 KDa). E
transcrita pelo mesmo gene que a SECA, porém utiliza um promotor testicular especifico,
sendo encontrada apenas em células testiculares germinativas ap6s a meiose (Corvol et al.,
2004). Sua expressdo foi 2,5 vezes maior na superficie esperméatica de espermatozoides
humanos anormais (Nikolaeva et al., 2006) e sua atividade enzimatica estava aumentada nos
espermatozoides de homens inférteis (Shibahara et al., 2001). Essa maior quantidade de ECA
nos espermatozoides anormais se deve a uma falha na sua liberagdo durante a fecundacéo
(Nikolaeva et al., 2006). A sua presenca € fundamental para a correta fertilizacdo, ja que
camundongos knockout para a tECA tiveram a fertilidade comprometida (Hagaman et al.,
1998). A atividade enzimatica da ECA no sémen de touros e bufalos foi alterada pelo
processo de criopreservacdo, diminuindo 36,28 e 30,70%, respectivamente, porém nao foi
alterada no sémen de galos (Mohan et al., 1992).

Portanto, na literatura existem poucos dados sobre como o processo de
criopreservacdo modifica as caracteristicas da ECA. Dessa forma o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a intensidade, imunolocalizagdo e atividade enzimética dessa proteina,

antes e apos a criopreservacao do sémen de touros da raca Gir.

MATERIAIS E METODO
Exceto onde mencionado o fabricante, todos os reagentes quimicos foram adquiridos
da Sigma-Aldrich® (Oakville, ON, Canada).

Animais e coleta de sémen

Foram utilizadas amostras de sémen de cinco touros Gir Leiteiro sexualmente
maduros. As coletas foram realizadas pelo método de eletroejaculacdo. Imediatamente apos a
coleta, o tubo coletor foi colocado em banho Maria a 37°C e mantido nessa temperatura
durante todo o periodo de manipulagdo e avaliagdo do aspecto fisico do sémen. Em seguida,

uma aliquota de 1mL foi retirada para as analises de western blot, imunocitoquimica e
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atividade enzimatica do sémen fresco. Apos a avaliacdo da concentra¢do o sémen foi diluido
em meio tris-gema até uma concentracdo de 50x10° espermatozoides/ml e resfriado até 4°C,
obedecendo-se uma curva de resfriamento de - 0,55°C/minuto, permanecendo na camara fria
por cinco horas (tempo necessario ao resfriamento e equilibrio). Ao final deste periodo, foi
envasado em palhetas de 0,5mL, colocadas em vapor de nitrogénio liquido por 14 minutos e,
em seguida, submersas em nitrogénio liquido (-196°C), onde permaneceram até 0 momento de

sua utilizacdo (Graham, 1996).

Western blot

Para deteccdo da ECA nos espermatozoides dos cinco touros, tanto o sémen fresco
guanto o descongelado (37°C por 30 segundos) foram centrifugados 2 vezes com TALP
(tyrode’s albumin lactate pyruvate) para completa remocdo do plasma e do diluidor,
respectivamente. A concentragdo do pellet foi aferida e aliquotas de 100pL contendo 10 x 108
espermatozoides foram submetidos a extragdo de proteinas com 25uL de “sample buffer”
(10% DL-Dithiothreitol, 0,004% azul de bromofenol, 20% glicerol, 4% de sodium dodecyl
sulfate) e aquecidas a 100°C por 5 min em termobloco. Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos (Thundathil et al., 2006).

O sobrenadante foi submetido a eletroforese (SDS-PAGE) e transferido para
membranas de nitrocelulose em tampéo de transferéncia (25 mM Tris, 0,2 M de glicina, e
alcool metilico a 20%, pH 8,5) a uma tensdo constante de 100 V (Costa e Thundathil, 2012).
As membranas de nitrocelulose resultantes foram coradas com ponceau 0,2% em acido
acético para determinar a eficécia do electrotransfer. Posteriormente, os sitios inespecificos
de ligacdo foram bloqueados com 3% de leite desnatado em tris-buffered saline + tween20
(TTBS) (Tris 20 mM, pH 7,8 contendo Tween-20 a 0,1%); por 60 minutos. Em seguida as
membranas foram incubadas (overnight a 4°C) com o anticorpo primario anti-ACE (anti-
ACE, clone E2, Millipore®, 1:5000 em TTBS). Na manha seguinte as membranas foram
lavadas trés vezes com TTBS, e incubadas com anticorpo secundario (goat anti-mouse 1gG,
HRP conjugate, Millipore®, 1:500 em TTBS) por 1 hora em temperatura ambiente. Depois de
lavadas trés vezes com TTBS, as bandas de proteinas foram identificadas por
quimioluminescéncia (Newton et al., 2009, Heytens et al., 2009).

Para confirmar que todas as amostras possuiam a mesma quantidade de proteina, outro
gel foi preparado com as mesmas amostras e o western blot foi realizado utilizando anticorpo
anti-p-tubulina (1:10000) (Peknicova et al., 2007). A B-tubulina é utilizada como controle da
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quantidade total de proteina na amostra pois, em espermatozoides normais, existe a mesma
quantidade de B-tubulina.

A intensidade de pixels cinzas das bandas de proteinas foi comparada com auxilio do
software ImageJ 1,40%. A escala de cinza vai de zero a 250, onde 0 zero representa uma
imagem totalmente preta, consequentemente, quanto mais proximo de zero for a intensidade
de cinza da banda, mais proteina est presente na amostra.

Imunocitoguimica

Para localizacdo da ECA no espermatozoide, apos a centrifugacdo com TALP  do
sémen fresco e descongelado, 10 pL do pellet foi diluido em 1,0 mL de phosphate-buffered
saline (PBS). Os espermatozoides foram fixados com paraformaldeido 4% em PBS. Em
seguida foram permeabilizadas com 0,5% (v / v) de Triton X-100 em PBS. Aliquotas de 50uL
(10 x 10° espermatozoides) foram depositadas sobre Iaminas previamente tratadas com poly-
L-lysine e incubadas em temperatura ambiente por 60 minutos. Em seguida, o excesso de
espermatozoides foi lavado com PBS e os sitios inespecificos bloqueados com bovine serum
albumine (BSA) a 3% em PBS por 60 minutos. Posteriormente as laminas foram incubadas
com o anticorpo primario anti-ACE (anti-ACE, clone E2, Millipore®, 1:250) diluido em
0,05% BSA-PBS a 4°C overnight. Apds trés lavagens com PBS, as amostras foram incubadas
com anti-corpo secundario IgG anti-mouse (goat anti-mouse 1gG, HRP conjugate, Millipore®,
1:400). Apos outras trés lavagens com PBS para retirar o excesso de anticorpo, as laminas
foram coradas com 5 pg/mL de Hoechst 33258 e 5 pg/mL de isocianato de fluoresceina pisum
sativum (FITC-PSA) e em seguida montadas com 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)
(Heytens et al., 2009). As laminas foram avaliadas em microscopia de fluorescéncia (pico de
excitacdo 550 nm e emissdo 570 nm), sendo avaliadas 200 células.

Atividade enzimética

A atividade de ECA foi determinada com base na hidrolise de furanilacriloil-L-
phenilalanilglicilglicina (FAPGG) para furanacryloil-L-phenilalanina e glycil-glicina em um
ensaio de espectrofotometria continuo conforme descrito previamente por Holmquist et al.
(1979) e Ball et al. (2003). O pellet de espermatozoides do ejaculado fresco e do
descongelado, que ja haviam sido centrifugados para retirada do plasma e do diluidor, foi
ressuspendido em uma concentragdo de 100x10° espermatozoides/mL e incubado em TALP
com 1% Triton-X a 4 °C por 60 minutos. Apés a extragdo por detergente, as amostras foram
centrifugadas a 10000xg por 30min, e em seguida, 100 uL do sobrenadante foi adicionado a
900uL de FAPGG (45mM em DMSO) diluido 1:30 em 0.05M Tris, pH 7.5, contendo 0.3M
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de NaCl. A degradacao de FAPGG foi mensurada a cada minuto pela diminuicéo da leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro, durante oito minutos e esses valores convertidos em
atividade enzimatica expressa em (mU/mL™). Uma unidade é equivalente a hidrélise de 107
M de FAPGG. As amostras foram avaliadas em triplicata e a especificidade da reacao foi
determinada pela adi¢do do inibidor de ECA, captopril (10uM).
Anélise estatistica

As médias das areas coradas na imunocitoquimica, os nimeros médios de pixels das
bandas de proteina e a atividade enzimatica foram submetidos a analise de variancia (teste F)
e as diferengas entre os grupos foram comparadas por meio do teste de Student, considerando-
se o nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS

Western blot

O anticorpo monoclonal anti-ECA foi capaz de reconhecer pelo menos uma banda de
proteina, com aproximadamente 100 kDa, na suspensdo de espermatozoides, antes (Figura 1a)
e apbs (Figura 1b) a criopreservacdo do sémen de cada um dos cinco touros Gir Leiteiro
sexualmente maduros analisados. O processo de criopreservacdo resultou em um aumento do
namero de pixels das bandas de proteinas, sendo que na escala de cinza a intensidade média
foi de 82,973 pixels antes da congelacdo para 174,64 pixels ap6s a congelacdo (Figura 2)
(quanto mais perto de zero mais escura a banda), representando uma reducéo de 47,5% na

quantidade média de proteinas (p<0,05).

A B 1 2 3 4 5
1 2 3 4 5
4 ' 100 kDa — ..
o SR

Figura 1. Imunodetec¢édo da enzima conversora de angiotensina (ECA) antes (A) e apds (B) a
criopreservacdo do sémen de touros Gir Leiteiro. Técnica de western blot com anticorpo
monoclonal anti-ECA. Cada coluna representa um touro.
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Figura 2. Quantidade de pixels das bandas de proteinas obtidas através de western blot e
avaliadas pelo software Image J®. Quanto maior o nimero de pixels, mais claro é a banda
proteica e menos proteina foi detectada. A média da intensidade da banda diminuiu
significativamente apds a criopreservacgdo (p<0,05).

Para verificar se a quantidade de proteina adicionada nas amostras foi a mesma, foi
realizado western blot com anticorpo anti-Btubulina. As intensidades das bandas foram iguais
para os 5 touros (Figura 3), ndo havendo diferenca na quantidade de pixels entre as amostras
(p>0,05) demonstrando que a mesma quantidade de proteina foi adicionada para cada

amostra.

Figura 3. Imunodeteccdo da B-tubulina no sémen dos touros Gir Leiteiro. Técnica de western
blot com anticorpo monoclonal anti-B-tubulina. Cada coluna representa um animal.

Imunocitogquimica
A imunodeteccdo da ECA no espermatozoide dos cinco touros Gir Leiteiro
demonstrou uma localizacdo periacrossomal dessa enzima, e 0 processo de criopreservagdo

ndo levou a alteracéo da localizacdo da ECA (Figura 4a e 4b). A area corada no sémen fresco
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771 foi de 519,6 pixels, ja no sémen criopreservado foi de 238,33 pixels, 0 que representa uma
772  reducdo de 55% (Figura 5; p<0,05).
773

774

775 Figura 4. Imunolocalizacdo da ECA no espermatozoide antes (A) e apés (B) a
776  criopreservacdo do sémen de touros Gir Leiteiro. A ECA foi localizada na regido
777  periacrossomal.
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780  Figura 5. Area média corada do espermatozoide corada pelo anticorpo anti-ECA conjugada
781  ao fluorocromo Cy3 e avaliada atraves do software Image J®. Os resultados foram obtidos em
782  pixels. As areas ates e ap6s o congelamento sdo significativamente diferentes (p<0,05).

783

784  Atividade Enzimatica

785 A atividade enzimatica da ECA antes e ap0s a criopreservacdo esta demonstrada na
786  figura 6. O processo de criopreservacdo levou a uma reducdo de 47% na atividade enzimatica

787  dessa proteina (p<0,05).
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Figura 6. Atividade enzimatica da ECA antes e ap0s a criopreservacdo do sémen de cinco
touros Gir Leiteiros. A atividade da ECA foi determinada através da hidrdlise do FAPGG.
Cada unidade equivale a hidrélise de 10® M de FAPGG. A atividade da ECA foi
significativamente reduzida ap0s a criopreservacao (p<0,05).

DISCUSSAO

No presente trabalho, foi comparado a intensidade das bandas da enzima conversora
de angiotensina (ECA) antes e ap6s a criopreservacdo do sémen de touros Gir leiteiro. A
massa molecular encontrada no extrato espermatico dos 5 touros, através da técnica de
western blot, foi de aproximadamente 100kDa (Figura 1a), estando dentro do intervalo
descrito pela literatura para a isoforma testicular da ECA, e compativel com outras espécies,
como: 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 Holandés (Costa e
Thundathil, 2012). Porém, Sabeur et al., (2001), trabalhando com cées, e Dobrinski et al.,
(1997) com equinos, encontraram massa molecular para a tECA de 65-70 e 68-70 KDa,
respectivamente. Segundo os autores, essa diferenca se deve a niveis diferentes de
glicosilagdo entre as espécies, ja que 20% da massa molecular dessa enzima é carboidrato (El-
Dorry et al., 1982). J& Nikolaeva et al., (2006) sugere que essa diferenca seria devido a
utilizacdo de anticorpo policlonal nesses estudos, o qual poderia ter detectado uma enzima
diferente da tECA. No presente estudo, o anticorpo utilizado foi monoclonal, e a massa
molecular encontrada é compativel apenas com a tECA.

Ap0s a criopreservacdo, as bandas da tECA observadas nas amostras (Figura 1b)
apresentaram a mesma massa molecular daquelas observadas com o sémen fresco. Porém, foi

possivel observar uma reducdo de aproximadamente 47% na intensidade dessas bandas nas
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amostras apos a criopreservacao (Figura 2). Nauc e Manjunath (2000), estudando outras
proteinas, observaram uma reducdo de 84%, 79% e 74% na quantidade de BSP-A1/-A2, BSP-
A3 e BSP-30-KDa, respectivamente, no espermatozoide bovino submetidos ao processo de
criopreservacao enquanto Yoon e colaboradores (2016) observou que a criopreservacdo de
espermatozoides do epididimo de touros levou a alteracdo na quantidade de nove proteinas,
sendo que sete delas tiveram sua expressdo aumentada (AKAP, F1-ATPase, TPI, NDPK?7,
NDUFV2, CAPZB e SOD2) e duas (ODF2 e uma proteina ndo identificada), assim como a
tECA no presente trabalho, tiveram a quantidade diminuida.

Uma porcdo da ECA ¢ liberada do espermatozoide durante a capacitacdo, enquanto
outra parte é liberada durante a passagem do espermatozoide pelo trato reprodutivo feminino
(Kamata et al., 2001). Essa liberacdo da ECA foi demonstrada em bovinos por Singh e
colaboradores (1985), e a reducdo da intensidade das bandas de ECA observada do presente
trabalho vai de encontro a esses resultados, pois, segundo Medeiros e colaboradores (2002),
as alteracbes de membranas decorrentes da criopreservacdo sao semelhantes as observadas na
capacitacdo espermatica, dessa forma a ECA seria liberada da membrana espermatica, assim
COmMO ocorre na capacitacao.

Essas alteracGes na composicao proteica da membrana espermatica e plasma seminal é
uma das principais causas de diminuicdo da fertilidade do espermatozoide ap6s a
criopreservacao, ja que essas proteinas estdo envolvidas em processos fundamentais para a
fertilizacdo, como motilidade, reacdo acrossoma, transporte no trato reprodutivo feminino,
ligacdo a zona pelicida e fusdo com odcito (Moura et al., 2007). Kondoh et al. (2005)
relataram em sua pesquisa que tECA era capaz de liberar a porcdo extracelular de proteinas
ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI); esta nova fungdo da ECA estaria diretamente
relacionada a fecundacdo do odcito pelo espermatozoide, independente da atividade
proteolitica, previamente conhecida da ECA. As células germinativas do testiculo sdo ricas
em proteinas GPI ancoradas, e foi durante uma busca sistematica de novos fatores capazes de
liberar tais proteinas que os autores identificaram um fator de 110 kDa, que apos purificado e
feita a analise protedbmica, identificaram como sendo a tECA.

Muitos estudos tém correlacionado parametros espermaticos e fertilidade de touros
com algumas proteinas espermaticas. Por exemplo, a osteopontina (OPN), BSP 30 KDa,
fosfolipae A2, proteinas de ligacdo a heparina (HBP) e P25b tiveram correlacéo positiva com
a fertilidade (Parent et al., 1999; Moura et al., 2006), ja a espermadesina z13 e clusterina
apresentaram correlacdo negativa (Ibrahim et al., 2000; Moura et al., 2006). Foi demonstrado

por Nikolaeva et al., (2006) que a expressdo da tECA € alterada em espermatozoides com
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baixa motilidade e/ou alteracbes morfoldgicas. Esses autores encontraram uma expressao de
tECA 2,5 vezes maior na superficie de espermatozoides humanos anormais, corroborando 0s
resultados de Siems et al. (1991) e Kohn et al. (1998). Shibahara et al. (2001), também
encontrou uma maior atividade da tECA no espermatozoide de pacientes humanos inférteis,
que apresentavam motilidade reduzida, e sugeriram que, em espermatozoides normais, a
tECA é liberada e isso faz com que o espermatozoide adquira sua capacidade fertilizante,
porém em células defeituosas, essa enzima nao consegue se desprender da membrana, sendo
encontrada uma maior quantidade da ECA nessas células. Por outro lado, camundongos
knockout para a tECA apresentam fertilidade reduzida, sugerindo que a expressdo dessa
enzima no espermatozoide é necessaria para uma correta fertilizacdo (Hagaman et al., 1998).

A localizacdo da tECA parece variar entre as espécies, sendo que alguns trabalhos
relataram diferentes localizacGes dentro da mesma espécie. Essa proteina ja foi detectada na
peca intermediaria e comeco do flagelo em espermatozoides testicular de ratos e
camundongos (Metayer et al., 2002), em espermatides e gota citoplasméatica de
espermatozoides epididimarios de suinos (Yotsumoto et al., 1984), em volta da cabeca
de espermatides, espermatozoides e em gota citoplasmatica do fluido seminal de coelhos
(Brentjens et al., 1986) e no acrossoma ou em toda cabeca, regido pds acrossomal, peca
intermediéria, flagelo e regido equatorial do espermatozoide de humanos (Kohn et al., 1998).
Ja Nikolaeva et al. (2006), utilizando anticorpo monoclonal anti-ECA, detectou a tECA na
cabeca e do acrossoma de espermatides e espermatozoides mdveis de humanos, e segundo
esses autores, essas diferencas encontradas na localizacdo da tECA, assim como sugerido
também no western blot, se deve a uma baixa especificidade do anticorpo policlonal anti-
ECA.

No presente trabalho, foi utilizado um anticorpo monoclonal de camundongo anti-
ECA, o qual foi capaz de detectar a presenca da ECA apenas na regido periacrossomal de
espermatozoides de touros Gir (Figura 4a). Costa e Thundathil (2012), encontraram a mesma
localizagdo trabalhando com touros Holandés. Essa localizacdo periacrossomal tambem foi
descrita em outras espécies, como em equinos (Dobrinski et al., 1997), e caninos (Sabeur et
al., 2001).

Assim como no western blot, foi possivel observar através da imunocitoquimica uma
diminuicdo da quantidade de tECA apds a criopreservacdo, revelada através de uma
diminuicdo de 55% na area media corada (Figura 5), porém a localizacdo da enzima no
espermatozoide ndo foi alterada (Figura 4a e 4b), sugerindo que o0 processo de

criopreservacao libera a ECA da membrana plasmatica, corroborando os resultados obtidos
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por Mohan et al. (1992), onde a quantidade de ECA diminuiu no espermatozoide e aumentou
no plasma seminal apos a criopreservacao.

Sabe-se que a ECA tem papel fundamental na fertilizacdo. Camundongos knockout
para isoforma somatica e testicular dessa enzima, apesar de apresentarem parametros
espermaticos e copula normais, geraram poucos filhos em comparagdo aos camundongos
selvagens. Essa reducdo na fertilizacdo foi devido a falha no transporte espermaético pelo
oviduto feminino e na ligacdo do espermatozoide a zona pelucida (Krege et al., 1995). Porém,
camundongos knockout apenas para a isoforma somatica da ECA, apesar de apresentarem
problemas renais graves, ndo tiveram sua fertilidade alterada, sugerindo que a presenca da
isoforma forma testicular & necessaria e suficiente para um correto funcionamento
espermatico (Hagaman et al., 1998). Além disso, camundongos knockout para substratos
participantes do sistema renina-angiotensina, como angiotensinogénio e bradicinina, nao
tiveram sua fertilidade reduzida, levando a pensar que outros substratos estariam envolvidos
na funcdo espermaética da ECA (Bergaya et al., 2001; Doan et al., 2001).

A atividade enzimatica da ECA in vitro, pode ser avaliada, principalmente, através de
duas metodologias, as quais usam dois substratos distintos. A metodologia descrita por
Kasahara e Ashihara (1981) utiliza como substrato o composto sintético hippuril-histidil-
leucina (hip-his-leu), j& a descrita por Homquist et al. (1979) utiliza o furanilacriloil-L-
fenilalanilglicilglicina (FAPGG). Jaiswal et al. (1984) encontrou atividade enzimatica da ECA
em homogenados de epididimo e testiculos de ratos albinos, camundongos, suinos, cobaias,
cabras, coelhdes e bufalo, todos utilizando como substrato o hip-his-leu. Utilizando como
substrato 0 FAPGG, ja foi encontrado atividade enziméatica da ECA no espermatozoide
humano (Kohn et al., 1998), testiculo canino (Sabeur et al., 2001), e testiculo equino (Ball et
al., 2003), e no espermatozoide e no plasma seminal de touros Holandés (Costa e Thundathil
etal., 2012).

No presente trabalho, através do substrato FAPGG, foi encontrado atividade
enzimética da ECA no sémen dos cinco touros Gir analisados, corroborando os resultados
obtidos por Costa e Thudathil (2012), que encontraram atividade enzimatica da ECA tanto no
espermatozoide quanto no plasma seminal de touros Holandés utilizando também como
substrato o FAPGG, e Singh et al. (1985) e Heder et al. (1989), que encontraram atividade
enzimatica da ECA no sémen bovino com o substrato hip-his-leu. Além disso é possivel
observar pela figura 6 que a atividade enziméatica da ECA diminuiu em todas as amostras

criopreservadas em compara¢do com as amostras frescas, estando, mais uma vez, de acordo
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com os resultados de western blot e imunocitoquimica, que também mostraram diminuicdo da
ECA no espermatozoide ap0s a criopreservacao.

No sémen de aves, a ECA parece se comportar de maneira diferente do que é
observado no sémen de mamiferos. Mohan et al. (1992), comparando a atividade enzimatica
da ECA no sémen de galo, bufalo e touro, utilizando como substrato o hip-his-leu,
observaram que a atividade dessa enzima nas aves € maior no plasma seminal do que no
espermatozoide, ao contrario do foi observado em bufalo e touros, que apresentaram atividade
enzimatica 6,5 vezes maior no espermatozoide do que no plasma. Além disso, ap6s passar
pelo choque térmico pelo frio (0°C por 10 minutos), a atividade enzimatica no espermatozoide
e no plasma de aves ndo sofreu alteracdo, permanecendo a mesma. J& no sémen de bufalo e
touro, a atividade da ECA caiu no espermatozoide e aumentou no plasma.

Esses resultados reforcam ainda mais a hipotese de que a ECA é perdida pelo
espermatozoide durante o processo de criopreservagdo, porém o que nao fica muito claro é se
a enzima simplesmente de solta da membrana espermatica devido a alteracGes estruturais que
essa sofre durante a congelacéo/descongelacéo, ou se ocorre um consumo da ECA devido ao

ataque a algum substrato durante a criopreservacao.

CONCLUSAO
O processo de criopreservacdo levou a uma diminuicdo da: atividade enzimaética da
ECA, da intensidade das bandas da proteina sem alterar a massa molecular e da
imunoflorescéncia sem alterar localizacdo da enzima no espermatozoide de touros Gir
Leiteiro. Todos esses resultados indicam perda da ECA pelo espermatozoide durante o

processo de criopreservacéo.
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