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Esse negocio de entender de uma coisa,
tem que amar.

Quando vocé ama,

isso cria uma capacidade.

Vocé se interessa pela coisa,

vocé comeca a olhar.

Tom Jobim
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RESUMO

Os processos fisiolégicos, inclusive a maturacdo epididiméaria, sao regidos por
testosterona e estradiol e as proteinas secretadas pelas células epiteliais do tabulo
do epididimo sdo apontadas como efetoras desse processo. O hipogonadismo,
condicao resultante da disfuncdo testicular apresenta efeitos deletérios sobre os
processos de espermatogénese e secrecao hormonal. A correlagéo das fungbes das
proteinas com atividade de chaperona da familia das Proteinas Dissulfeto Isomerase
(PDI) com alteragdes hormonais pode revelar relacdo de agcdo destas com a
infertilidade em machos de diferentes espécies. O presente trabalho foi conduzido
com o objetivo de descrever a presenca das chaperonas PDIAL, PDILT e PDIA3 no
epididimo de suinos com hipogonadismo ocasionado pela imunocastracdo. Foram
utilizados testiculos de dezesseis animais, nove castrados cirurgicamente em rotinas
zootécnicas (grupo controle) e sete machos imunocastrados com vacina Vivax
(Pfizer). Espermatozoides e fluido epididimario das regides de cabeca, corpo e
cauda foram coletados, processados e o imunoconteudo das PDI quantificado por
Western Blotting. Os resultados demonstraram que, no grupo controle, o
imunocontetdo da PDIALl, PDIA3 e PDILT nos espermatozoides apresenta maior
expressao nas regides de cabeca e corpo (P<0,05). Em relac&o ao fluido, observou-
se 0 mesmo padréo de distribuicdo, com excecdo da PDILT, que ndo apresentou
diferenca entre as regides epididimarias. Porém, no grupo de imunocastrados, a
guantificacdo dessas chaperonas demonstrou a presenca das mesmas nas trés
regides do epididimo. Desta forma, a imunocastracdo influencia no imunocontetudo
de chaperonas da familia PDI demonstrando uma possivel associacdo destas a

processos iniciais de maturacao espermatica.

Palavras-chave: Chaperonas. Maturacao espermatica. Hipogonadismo.



ABSTRACT

The physiological processes including epididymal maturation, are governed by
testosterone and estradiol and secreted proteins by epithelial cells of tubule of the
epididymis are identified as effectors of this process. Hypogonadism resulting
condition of testicular dysfunction has detrimental effects on spermatogenesis
processes and hormone secretion. The correlation functions of proteins with
chaperone activity of Protein Disulfide Isomerase (PDI) family with hormonal changes
can reveal action their relation to infertility in males of different species. This study
was conducted with the objective of describing the presence of chaperones PDIAL,
PDILT and PDIA3 in the epididymis of pigs with hypogonadism caused by
immunocastration. This study was performed with tests in sixteen animals, nine
castrated surgically in husbandry routines (control group) and seven males
immunocastrated with Vivax vaccine (Pfizer). Epididymal sperm and fluid regions of
the head, body and tail were collected, processed and immunocontent of PDIs
guantified by Western blotting. The results showed that in the control group, the
immunocontent of PDIAL, PDIA3 and PDILT in sperm has a higher expression in the
head and body regions (P <0.05). Regarding the fluid, we observed the same pattern
of distribution, except PDILT, which showed not difference between the epididymal
regions. However, in the immunocastrated group, the quantification of these
chaperones demonstrated the presence of the same in the three regions of the
epididymis. Therefore, the immunocastration influences the immunocontent of PDI
family of chaperones showing a possible association of the initial processes of sperm

maturation.

Keywords: Chaperones. Spermatic maturation. Hypogonadism.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem na suinocultura um dos setores mais expressivos da atividade
pecuaria (SUPTITZ et al., 2009). Estudos e investimentos na area posicionaram o
pais em quarto lugar no ranking de producdo e exportacdo mundial de carne suina
ficando logo abaixo da China, da Unido Europeia e dos Estados Unidos (BRASIL,
2013). Atualmente, o Brasil representa 10% do volume exportado de carne suina no

mundo, chegando a lucrar mais de US$ 1 bilhdo por ano (MAPA, 2013).

No estado do Rio Grande do Sul, a cadeia de producéo de suinos encontra-se
relativamente bem estruturada (MAPA, 2013). A criacdo de um sistema integrado de
producdo, que teve inicio na década de 1960, permitiu ganhos significativos de
produtividade (VILLWOCK, 2003) através do estabelecimento de contratos de
fornecimento de produto entre produtores e agroindustrias (COSTA et al., 2001).
Dessa forma, o sistema de integracdo na cadeia suinicola viabilizou a evolucéo
tecnolégica no setor através de contratos das agroindustrias com empresas
detentoras da genética animal, da melhoria dos compostos de nutricdo, da crescente
inovacdo em equipamentos essenciais a producdo e do desenvolvimento de um
sistema de logistica eficiente (MIELE; WAQUIL, 2007).

O melhoramento genético, impulsionado pelo uso da inseminacéo artificial
(IA), proporcionou 0 aumento na qualidade da carne e melhorias nos parametros de

ganho de peso, conversao alimentar, reduzida deposi¢céo de gordura e qualidade de



16

carcaca (MAPA, 2013). A castracdo, préatica essencial para a suinocultura por ter
eficiéncia no controle do odor de macho inteiro tem influéncia direta na qualidade e
eficiéncia desses parametros (SILVEIRA et al.,, 2006; McKEITH, 2009). Dentre as
praticas, destaca-se a castracao cirargica, método mais comum de controle do odor
de macho inteiro e a imunocastragdo com o uso da vacina Vivax (Pfizer, Imporvac)
que induz desordens enddcrinas levando a uma funcdo testicular prejudicada,
caracterizando o hipogonadismo (MOVARELLI, 1996; FISCHER, 2004; CLARKE et
al., 2008; FRAIETTA et al., 2013).

Estima-se que mundialmente mais de 95% dos machos sejam cirurgicamente
castrados. Porém, em todos os estudos em que estes parametros foram
mensurados, 0s machos imunocastrados demonstraram de maneira uniforme e
significativa os parametros anteriormente citados (CLARKE et al., 2008; McKEITH,
20009).

Estimativas mostram que no Brasil, 0 aumento da aplicacdo da técnica da IA
teve grande expansao a partir de 1975, embora os primeiros estudos terem sido
desenvolvidos a partir de 1959 (LAMBERSON, 2000; MIELE et al., 2008).

Apesar dos progressos ocorridos nas ultimas décadas quanto a utilizacao da
IA, as caracteristicas fisicas e morfoldgicas do ejaculado nem sempre sédo garantia
de bom desempenho reprodutivo e fertilidade nos cachacos (FOXCROFT et al.,
2008). Desta forma, o desenvolvimento de métodos de caracterizacdo da qualidade
seminal que possuam maior acuracia e percepcdo além dos parametros fisicos

usados na rotina se faz necessario.

A abordagem protedmica do plasma seminal, fluido composto das secrecdes
do testiculo, epididimo e glandulas anexas, jA demonstrou a relacdo de proteinas
presentes com caracteristicas importantes como fertilidade e congelabilidade do
sémen em diferentes espécies (KILLIAN et al., 1994; JOBIM et al., 2004, 2011).
Apesar de diversas proteinas ja terem sido associadas as caracteristicas seminais,

poucos estudos abordaram a atividade efetiva destas no sémen.

As proteinas secretadas pelas células epiteliais dentro do compartimento
intraluminal do tubulo do epididimo sdo as verdadeiras efetoras da maturagéo

espermatica, evento essencial para que o espermatozoide adquira habilidade de
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percorrer o trato reprodutivo feminino e fertilizar o o6cito (GIROUARD et al., 2009).
Contudo, para que efetuem suas atividades biologicas, devem estar em sua correta

conformacao terciaria e quaternaria no fluido epididimario.

Por estarem envolvidas no controle de qualidade de diversas proteinas que
possuem papel fundamental na fertilizacdo e formacgdo do reservatério esperméatico
tubario (BENHAM, 2012), as proteinas Dissulfeto Isomerase (PDI) sdo potenciais
marcadores moleculares de qualidade espermatica, tanto na espermatogénese
guanto na maturacao epididiméaria. Suas atividades ja foram relacionadas com a
habilidade do espermatozoide se ligar a zona pelucida do odcito e de percorrer o
trato reprodutivo feminino via controle de conformacéo das proteinas de membrana
espermatica calmegin e calsperin (AKAMA et al., 2010). Os processos fisiologicos,
inclusive a maturacdo epididimaria, sdo regidos por testosterona e estradiol, logo
uma correlacdo das funcbes das PDI com altera¢cées hormonais, pode revelar uma
eventual relacdo da acgdo destas com a infertilidade em machos de diferentes
espécies, inclusive a humana (DAVISON, 2012; McLACHLAN, 2013).

1.1 OBJETIVOS
Os objetivos serdo apresentados como objetivos geral e especificos.
1.1.1 OBJETIVO GERAL

Buscando compreender o papel fisiolégico das proteinas dissulfeto isomerase
(PDI) na maturacdo espermatica em suinos, a presente dissertacdo teve como
principal objetivo descrever a presenca das chaperonas PDIAL, PDILT e PDIA3 no
fluido e espermatozoides de diferentes regides do epididimo de suinos castrados

cirurgicamente e imunocastrados.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Quantificar o conteudo de PDIALl, PDILT E PDIA3 em espermatozoides e
fluido epididimario das regifes da cabeca, corpo e cauda do epididimo de

suinos castrados cirurgicamente e imunocastrados.
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Correlacionar a quantificacdo das chaperonas PDIALl, PDILT E PDIA3 nas

diferentes regides do epididimo com a maturacéo espermatica.

Verificar e interpretar os efeitos da imunocastracdo de cachacos com a vacina
Vivax® (Pfizer) no perfil das PDIs no epididimo suino.

1.2 JUSTIFICATIVA

Técnicas e ferramentas potenciais que visam incrementar o ganho genético
em rebanhos e promover a otimizacao do uso de matrizes e reprodutores férteis sdo
importantes e inovadoras alternativas na area de inseminagao artificial em diversas
espécies (STRZEZEK et al., 2005). Com a crescente adoc¢do da inseminacdo com
baixa dose de espermatozoides (< 2,5 x 10° espermatozoides), vem-se observando
uma reducédo na eficiéncia reprodutiva de alguns cachacos, antes classificados como
férteis (WATSON; BENHAM, 2002). Isto ocorre, pois 0 uso de doses inseminantes
com alta concentracdo de espermatozoides pode mascarar individuos com
problemas de fertilidade, resultado do efeito compensatdrio em parametros como
motilidade e morfologia (BRAUDMEIER; MILLER, 2001). Assim, estudos que
identifiquem o perfil proteico do sémen de animais férteis representam um
importante avanc¢o que podera avaliar sua capacidade de fecundar e ser classificado
como marcador de animais mais aptos ou ndo ao uso em centrais de inseminacao
(TEIXEIRA, 2008).

O uso do modelo animal proposto neste estudo de hipogonadismo € inédito e
podera trazer novas informacdes sobre a influéncia enddcrina na secrecdo de
proteinas pelo epididimo durante a maturacdo espermatica. O hipogonadismo
humano é uma condicdo clinica associada a 3% dos casos de infertilidade
masculina, contudo alteracdes nos niveis de testosterona sdo encontrados em até
70% dos casos de infertilidade. Em animais domésticos estes dados ndo séo
conhecidos, porém alteracdes enddcrinas podem estar relacionadas a diminuicdo da

gualidade esperméatica em machos reprodutores em centrais de IA.

Desta forma, o presente estudo poderd contribuir para o conhecimento e

desenvolvimento de ferramentas biotecnolégicas baseadas em marcadores
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moleculares proteicos que possam viabilizar tratamentos e diagndsticos efetivos nas

situacOes de infertilidade de machos doadores de sémen.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta secdo tem como objetivo revisar os principais tépicos tedricos que
tangenciam o tema desta dissertacdo. Desta forma, serdo abordados os aspectos
atuais sobre o0 espermatozoide, o controle enddcrino da espermatogénese, 0
epididimo e a maturacdo espermatica, o hipogonadismo e, finalmente, as proteinas
dissulfeto isomerase, sua caracterizacdo e o papel por elas desempenhado em

processos fisioldgicos e patoldgicos.

2.1 Estrutura testicular e o processo de espermatogénese

A estrutura testicular é composta pelo parénquima testicular envolto por uma
tunica albuginea, que se infiltra separando o 6rgdo em diferentes |6bulos (COSTA,
2003). E constituida por colageno e fibras elasticas, células mioides e uma rede de
vasos sanguineos. O parénquima testicular ocupa entre 80 e 90% da massa
testicular total, representando os tubulos seminiferos, aproximadamente 70% desse
volume (SANTOS, 2011).

A porcao intertubular € composta por aglomerados de células enddcrinas, as

células intersticiais ou de Leydig, responsaveis pela sintese de testosterona
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devido ao LH liberado pela hipéfise (GARTNER, 1999). Além dessas, fibroblastos,
linfécitos, mastdcitos, vasos sanguineos, vasos linfaticos e tecido conjuntivo
constituem sua estrutura (NEVES, 2001; COSTA, 2003; VARNER; JOHNSON,
2007).

O sistema nervoso desempenha papel fundamental na regulacdo da atividade
gonadal. A gametogénese e a secrecdo de hormdnios ocorrem por meio de um
mecanismo de retroalimentacdo enddOcrina das vias nheurais e do controle
imunoendocrino (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Em resposta a testosterona produzida
pelas células de Leydig (estimulado pelo LH hipofisario), células de Sertoli,
estimuladas pelo FSH, presentes nas paredes dos tlbulos seminiferos produzem
uma grande variedade de mensageiros bioquimicos, que, através de diferentes vias
de sinalizacdo celular, estimulam a proliferacdo e a diferenciacdo de
espermatogbnias, espermatocitos primarios e secundarios, espermatides e
espermatozoides (GARTNER, 1999).

As células de Sertoli também possuem funcbes importantes no que diz
respeito ao suporte fisico e nutricional da célula espermatica e contole paracrino
secretando proteinas, tais como a proteina de ligacdo de andrégeno (ABP) e a
transferrina testicular que capta o ferro da transferrina sérica e conduz para 0s
gametas em maturacdo. Da mesma forma, estimulam e promovem apoptose quando
ocorre disfuncdo na espermatogénese, em especial quando ha reducdo de
testosterona (revisado por BUSTAMANTE-FILHO et al., 2005), e fagocitose de
restos citoplasmaticos de espermatides durante o processo de espermiogénese
(GRISWOLD, 1998; GARTNER,1999).

Assim, entende-se que a espermatogénese é um processo altamente
sincronizado e organizado onde células diploides (espermatogonias) se diferenciam
no emaranhado de tubulos seminiferos, numa célula haploide madura
(espermatozoide), liberada posteriormente para o epididimo e ducto deferente
(VARNER; JOHNSON, 2007). Em suinos, os primeiros ejaculados ocorrem entre o
guinto e oitavo més de idade sendo que o periodo de duracdo de um ciclo
espermatogénico, da espermatogbnia até o espermatozoide maduro € de 34,4 dias
(HAFEZ; HAFEZ, 2004).
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2.2 O espermatozoide

Com a conclusdo da espermatogénese, tem-se 0 espermatozoide, célula
altamente especializada, com caracteristicas morfologicas, ultraestruturais e
bioquimicas adaptadas para a transmissdo do genoma masculino (SENGER, 2003).
Caracterizado por ser uma célula alongada e achatada, é formado por trés regides
altamente especializadas: a cabeca, peca intermediaria e a cauda (VARNER;
JOHNSON, 2007).

A cabeca se caracteriza por apresentar uma regido na qual esta contido o
DNA, pequena quantidade de citoplasma e o acrossomo, estrutura de dupla parede
situada entre a membrana plasméatica e a porcdo anterior do nucleo que contém
varias enzimas hidroliticas envolvidas no processo de fertilizagdo, incluindo pré-
acrosina, hialuronidase, esterases e hidrolases acidas (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A
peca intermediaria apresenta aproximadamente 100 a 150 mitocondrias,
relacionadas a producdo de ATP (YANAGIMACHI, 1994) via fosforilagdo oxidativa
(MANELLA, 2000). Estende-se do ponto de unido da cauda com a cabeca
espermatica até o final da hélice mitocondrial. A regido da cauda € composta por
elementos do citoesqueleto (em especial microtubulos), responséaveis pela
motilidade da célula (MORTIMER, 1997; SENGER, 2003).

Fazendo-se uma analise desse contexto, € necessario ressaltar que o
espermatozoide € o produto final da espermatogénese, porém, mesmo se tratando
de um processo extremamente complexo, a célula ndo se apresenta completamente
apta para exercer sua funcdo na fecundacdo (VARNER; JOHNSON, 2007). O
epididimo é crucial para a maturacédo espermatica (DACHEUX; DACHEUX, 2002) e
as secrecdes das glandulas sexuais acessorias liberadas durante o transito
epididimario influenciam varias funcbes espermaticas como a capacitacao, reacao
acrossbmica e motilidade (WAY et al.,, 2000; MOURA et al., 2007a), além de

provavelmente interferir na fertilizacdo (MOURA et al., 2007b).

2.3 O epididimo e a maturacdo espermatica

Desde a primeira edi¢cado da publicagéo do artigo Fisiologia da Reproducgé&o em
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1988, importantes estudos marcaram o desenvolvimento do conhecimento acerca do
sistema funcional epididimério, onde suas estruturas bésicas, funcdes e regulacdo
comecavam a ser compreendidas (ROBAIRE et al., 2006). O epididimo consiste em
um longo ducto, altamente contorcido que conecta 0s canais eferentes ao ducto
deferente. O comprimento do ducto epididimario varia conforme a espécie,
alcancando 9 metros na espécie humana (HINTON et al.,, 2011), 25 metros em
suinos e até 80 metros em equinos (OLIVA et al., MARIEB et al, 2009).
Apresentando forma alongada com extremidade distal mais dilatada em relacédo a
proximal, é classicamente dividido em trés regides: cabeca, corpo e cauda (Figura
1), entretanto, quatro regides anatdomicas: segmento inicial, cabeca, corpo e cauda,
foram descritas pela primeira vez em 1926 por BENOIT (ROBAIRE et al., 2006).

Figura 1 — Testiculo e epididimo suino adulto; Setas indicam o testiculo e as trés
regides do epididimo.

Cabeca

Testiculo

Fonte: Da autora

A descricdo mais detalhada de desenvolvimento pds-natal do epididimo € a do
rato. Ao nascer, o epididimo do animal sofre um consideravel enovelamento na
regido proximal (segmento inicial) completando o processo na regido da cauda
(Figura 2) (ROBAIRE et al., 2006). A cabeca, a qual contém os ductos deferentes,
cobre a face superior dos testiculos e o corpo e cauda estdo na area poéstero-lateral
(MARIEB et al., 2009).
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Figura 2 — Evolucdo no processo de enovelamento do ducto do epididimo de rato.

Fonte: ROBAIRE et al., (2006).

Algumas células do epitélio pseudo-estratificado da mucosa do ducto
apresentam estereocilios, microvilosidades longas e imdveis. A grande é&rea de
superficie desses estereocilios permite a absorcdo do excesso de fluido epididimario
e a nutricdo dos espermatozoides armazenados temporariamente no Iumen
(MARIEB et al., 2009). O epididimo é revestido por um musculo liso (Benham, 2012)
possuindo inervacao adrenérgica proximal para regides mais distais. O mecanismo
responsavel pela conducédo dos fluidos através do lumen do epididimo tem sido
atribuido principalmente a ritmicas contracbes desse musculo (ROBAIRE et al.,
2006). Os mecanismos que regulam o crescimento e a diferenciacdo do ducto
epididimal sédo desconhecidos, embora seja claro que a expressao de muitos genes
epididimarios € regulada certamente, por androgenos circulantes luminais
(ROBAIRE et al., 2006).

Dentre as funcdes do epididimo, destacam-se o transporte de
espermatozoides, desenvolvimento de motilidade espermatica, desenvolvimento da
capacidade de fertilizacdo, bem como a criagdo de um ambiente luminal propicio,
especializado no processo de maturacdo através da absorcdo e secrecdo de
substancias (ROBAIRE et al., 2006; MOURA et al., 2007). Os espermatozoides
imaturos, quase imoveis, que deixam os testiculos sdo lentamente movidos ao longo
do ducto do epididimo pelo fluido que contém varias proteinas antimicrobianas,
incluindo diversas p-defensinas (MARIEB et al., 2009). O tempo de transito total
através de cada segmento do epididimo pode ser estimado a partir da razdo de
reservas de espermatozoides e producdo de sémen testicular diaria (ORGEBIN-
CRIST, 2008) e independentemente do tamanho do animal, da sua producdo de
espermatozoides ou de suas reservas de fluido epididimario, o tempo minimo

necessario para a passagem de espermatozoides através do mesmo € de
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aproximadamente dez dias (ROBAIRE et al., 2006). Em suinos, o tempo de transito
dos espermatozoides ao longo do epididimo é de 10,2 dias (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

De acordo com Adashi et al. (2003), algumas caracteristicas do fluido
epididimério sofrem alteracdes substanciais na composi¢do durante a maturacdo do
transito epididimério. Estas envolvem tanto o aumento quantitativo no percentual de
espermatozoides méveis quanto uma diferenca qualitativa no padrdo de motilidade
(FABREGA et al., 2012). Além destas alteragbes funcionais, os espermatozoides
sofrem também alteracdes estruturais onde a migracdo da gota citoplasmatica ao
longo do flagelo, a reformulagédo acrossomal e as alteracdes de membrana celular
(BEDFORD, 2004) constituem a base da maturacdo estrutural. Porém, nenhuma
destas alteragcbes demonstrou ser o Unico fator determinante da aquisicdo da
capacidade fertilizante (ROBAIRE et al., 2006).

Muitas alteracbes na membrana dos espermatozoides, que coincidem com a
maturacao espermatica, sdo mediadas por proteinas secretadas em regides restritas
do ducto epididimario, algumas das quais sdo androgeno-dependentes e por
associacdes subsequentes dessas proteinas com os espermatozoides (OLIVA et al.,
2009). Em uma analise realizada em sémen de touros, Cancel et al. (1999), afirmam
gue proteinas secretadas pelo epididimo e células dos tubulos seminiferos e
glandulas acessorias influenciam de forma significativa na capacidade habil dos
espermatozoides. Essa influéncia parece potencializar a fecundacéo, com efeitos

nos indices reprodutivos e taxa de prenhez, associados a cada reprodutor.

O fluido das glandulas sexuais acessorias contém proteinas que influenciam
direta ou indiretamente os mecanismos envolvidos na prevencdo da integridade da
membrana espermatica contra danos causados pelo estresse oxidativo e resposta
imunoldgica (MOURA et al., 2007).

2.4 Regulacdo enddcrina da espermatogénese

A producao efetiva de espermatozoides depende do cumprimento de acdes

enddécrinas de dois hormdnios gonadotrépicos secretados e sintetizados pela
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glandula hipdéfise em resposta ao horménio liberador de gonadotropina (GnRH) do
hipotdlamo: o horménio foliculo-estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH)
(SENGER, 2003). A sintese do hormdnio testosterona, essencial na iniciacdo e
manutencdo da espermatogénese, é estimulada pela acdo do LH através do controle
da funcionalidade de receptores de andrégenos e FSH que estdo presentes nas
células de Leydig e células de Sertoli, respectivamente (ZIRKIN, 1998, FRAIETTA et
al., 2013).

Na espécie suina, blastocistos sintetizam estr6genos por volta do décimo
segundo dia. Os testiculos fetais secretam testosterona durante a diferenciacdo da
genitalia interna e externa, sendo as concentracdes de testosterona sérica baixas
durante a segunda metade do desenvolvimento fetal. A producéo de testosterona no
final da vida fetal torna-se dependente de gonadotrofina. LH, FSH e prolactina
séricos alcancam os niveis de pico durante a primeira semana ap0s 0 nascimento e
entdo, diminuem gradualmente pela sétima semana. A elongacdo dos tubulos
seminiferos provavelmente € aumentada nesse momento pela estimulacdo do FSH
sobre as células de Sertoli (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A auséncia da testosterona ou do receptor de androgenos (AR) nas células de
Sertoli compromete a formacdo da barreira hematotesticular e as células
germinativas ndo se desenvolvem além da meiose (ROBAIRE et al., 2006,
FRAIETTA et al.,, 2013). Sendo assim, as ceélulas germinativas imaturas sao
deslocadas prematuramente a partir das células de Sertoli e o processo de

espermiacéo fica comprometido (WALKER, 2003).

Testiculos aumentam de seis para 120 gramas em suinos de 40 a 250 dias de
idade. As concentracfes de testosterona no plasma periférico aumentam conforme o
desenvolvimento puberal progride e declina proximo a maturidade. Tanto em
cachacos pré-puberes como em adultos, a injecao intravenosa de horménio
liberador de LH (LHRH) causa a liberac&o de niveis de pico de LH em dez minutos.
A testosterona e seu metabolito o-deidrotestosterona (5a-DHT), provocam tanto
efeito estimulatério como inibitério na secrecdo de LH do cachaco. A implantacao
intracerebral direta de 5a-DHT ou testosterona no hipotalamo meédio-basal ou na

amigdala inibe a liberacdo de LH da hipoéfise. Desse modo, os androgenos modulam
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a secrecao de hormonios hipotalamicos, os quais, por sua vez, controlam a liberagéo
de LH pela adeno-hipéfise no cachaco (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A testosterona apresenta um papel fundamental na puberdade do reprodutor
suino, sendo que esta prolonga a vida util dos espermatozoides no epididimo e
estimula o crescimento, o desenvolvimento e a atividade secretora dos Orgaos
sexuais do macho, como prostata, glandulas vesiculares e bulbouretrais, ductos
deferentes e caracteristicas corporais que, em geral, sdo associadas ao macho
(HAFEZ, 1995). As caracteristicas sexuais secundarias como comportamento sexual
e a libido do macho também sdo algumas caracteristicas periféricas influenciadas
pela testosterona e fundamentais ao sucesso reprodutivo (MURGAS, 1999,
FRAIETTA et al., 2013).

2.5 Hipogonadismo

A espermatogénese e a secrecdo adequada de horménios sdo reguladas por
componentes enddcrinos constituidos por um sistema integrado entre hipotalamo,
hipdfise e testiculos (FRAIETTA et al., 2013). Desordens enddcrinas afetam
diretamente esses processos levando a uma funcdo testicular prejudicada,
caracterizando o hipogonadismo (CLARK et al.,, 1992; HESS et al., 1997a, b;
SHARPE, 1997; MOCARELLI, 1996).

Embora a prevaléncia exata desta condicdo seja desconhecida, o
hipogonadismo masculino pode resultar de uma desordem testicular primaria,
caracterizada pelos baixos niveis de testosterona e niveis elevados de hormdnio
FSH e exposicdo a agentes gonadotoxicos, ou surgir de uma disfuncédo secundaria
do sistema hipotalamo e hipofise (FRAIETTA et al., 2013). Desta forma, a
infertilidade do macho pode apresentar caracteristicas multifatoriais, ocasionadas
por desordens do tipo congénitas ou adquiridas (WALKER, 2003; FISCHER, 2004).

Uma hipotese apresentada para explicar mudancas na qualidade do sémen
envolve disruptores endocrinos. Este grupo de moléculas inclui uma variedade

diversificada e heterogénea de substancias quimicas naturais e sintética
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suscetiveis a ter efeitos adversos sobre o organismo por meio de atividades anti-
androgénicas, interferindo no desenvolvimento das gbnadas e na funcao pds-natal
do testiculo (FRAIETTA et al., 2013). Outra, descreve algumas funcdes de proteinas
presentes nas células de linhagem espermatogénica. Dentre estas, a PDIA1, PDILT
e PDIA3, chaperonas abordadas no presente estudo fazem parte, evidenciando sua
importancia na producdo de espermatozoides aptos a fertilizar (VAN LITH et al.,
2007; IKAWA et al., 2011).

2.5.1 Modelo experimental suino de hipogonadismo

Este modelo experimental € baseado no uso de machos suinos puberes
imunocastrados. O antigeno presente na vacina Vivax (Improvac, Pfizer) ¢ um
analogo sintético e incompleto do GnRH, conjugado a uma proteina carreadora para
torna-lo imunogénico; isto €, para ajudar a desencadear uma resposta imunoldgica.
A combinacdo € bastante similar ao GnRH natural e auxilia na producdo de
anticorpos que neutralizam o GnRH natural; porém, € diferente o bastante para nao
possuir atividade hormonal (CLARKE et al., 2008).

A primeira dose da vacina, aplicada em animais de oito a nove semanas de
idade, sensibiliza o sistema imune do suino, mas nao altera o tamanho ou a funcéo
dos testiculos. A segunda dose deve ser administarda pelo menos 4 semanas depois
da primeira dose, e recomenda-se que seja no maximo até 4 ou 5 semans antes do
periodo de abate. Esta estimula a resposta imunolégica que inibe a funcao testicular
(BERNAL et al., 2006; CLARKE et al., 2008).

Machos suinos inteiros (ndo castrados) ndo podem ser abatidos, pois
metabolitos da testosterona se depositam na carne e gordura, dando odor
desagradavel a mesma. Tradicionalmente, a castracdo cirurgica de leitdes machos
tem sido o método preferido para combater o odor de macho inteiro, e estima-se que
95% da populacdo mundial de suinos machos seja castrada cirurgicamente
(DUNSHEA et al., 2005; BERNAL et al., 2006). Contudo, esse procedimento
apresenta uma série de desvantagens inerentes do ponto de vista comercial, pois o

processo por si s6 consome tempo e mao-de-obra por parte do produtor, traz riscos
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de infeccdo e de aparecimento de hérnias que, na melhor das hipéteses, requerem
tratamento e atrasam o desenvolvimento do animal, e, na pior das hipoteses,

contribuem para o aumento da taxa de mortalidade (BERNAL et al., 2006).

Assim, a imunocastracdo vem sendo utilizada em diversos paises, e no Brasil
€ o procedimento padréo de varias empresas integradoras. Seus efeitos fisioldgicos
foram descritos por Einarsson et al. (2011), que observaram niveis séricos médios
de testosterona de 0,04 ng/mL em suinos imunocastrados, valor 35 vezes menor
gue os animais controle (1,4 ng/mL). Os autores destacaram ainda uma importante
diminuicdo do tamanho testicular, com reducdo das células da linhagem
espermatogénica nos tubulos seminiferos ap6s a aplicacdo da vacina. Brunius et al.
(2011), descrevem também os efeitos da vacina Vivax (Improvac, Pfizer) nos niveis
plasmaticos de estradiol 17- 8, sendo 4,31 pg/mL para animais inteiros, 0,34 pg/mL

para animais castrados e 0,56 pg/mL para animais imunocastrados.

2.6 Proteinas Dissulfeto Isomerase (PDI)

As PDI séo responsaveis por participar de importantes processos fisiologicos
como a modulacdo da atividade da fosfatase da miosina, proteina indispenséavel a
contracdo muscular (SITIA, 2003) e destacam-se por atuar na manutencao
conformacional das proteinas recém formadas, especialmente daquelas destinadas
a superficie celular e que néo estdo sob a vigilia direta de chaperonas (RIEMER et
al., 2009). Desta forma, possuem um papel de destaque dentro dos processos
biologicos (MORAES et al., 2012). Embora o estudo bioquimico acerca das
proteinas dissulfeto isomerase datar da década de 60, a compreensdo a nivel
molecular é recente (BENHAM, 2012).

Sdo encontradas em todos o0s organismos multicelulares atuando
prioritariamente no reticulo endoplasmatico (RE), porém a coordenacdo da
conformacao de proteinas in vivo ainda é pouco conhecida (VAN LITH et al., 2007).
Todavia, mesmo sem se conhecer todo o processo (BENHAM, 2012), sugere-se que

0s eventos que regem a conformacao proteica e o controle de qualidade da sintese
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de peptideos sdo questdes centrais em doencas como o diabetes (OZCAN et al.,
2006) e a doenca de Alzheimer (UEHARA et al., 2006).

As oxidoredutases ditidlicas, especialmente aquelas pertencentes a
superfamilia das tiorredoxinas, sdo enzimas reconhecidamente importantes na
ativacdo de vias de sinalizacdo redox (EBRAHIMIAN; TOUYZ, 2008) principal
responsavel pela variedade de funcbes atribuidas a elas (LAURINDO et al., 2008).
Dentre os membros da superfamilia das tirredoxinas, encontram-se as Proteinas
Dissulfeto Isomerase (PDI), chaperonas com atividade redox oriunda do RE (DIAS,
2011). Esta familia partilha propriedades estruturais comuns, além de apresentar
caracteristicas Unicas relacionadas com os sitios de ligacdo ao substrato e a outras
proteinas existentes do RE (KOZLQOV et al., 2010).

As PDI sao as unicas capazes de catalisar reacdes de isomeragao, ou seja,
reorganizam o posicionamento de pontes dissulfeto através de ciclos repetidos de
oxidacao, reducdo e isomeracdo. Estas ligacbes de dissulfeto (S-S) sdo formadas
entre 0s grupos-SH em residuos de cisteina dentro da mesma cadeia polipeptidica
ou entre diferentes peptideos, no caso de proteinas multiméricas (Figura 3) (DIAS,
2011; BEHNAM, 2012). Uma grande variedade de proteinas sofre modulacao
conformacional através de pontes dissulfeto, e sdo consideradas, assim, alvos de
PDI (BEHNAM, 2012).

Figura 3 — Processo de reducao, oxidacao e isomerizacao das PDIs
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Fonte: Adaptado de BENHAM, (2012).
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2.6.1 Caracterizacao

As PDI sédo proteinas de massa molecular aproximada de 55 KDa, e sua
organizacdo compreende cinco dominios semelhantes a tiorredoxina a, a’, b e b’.
Também apresentam um dominio carboxi-terminal denominado de c (Figura 4). Nos
dominios a e a’ localizam-se os dois sitios cataliticos independentes da enzima,
cujas cisteinas reativas localizam-se na sequéncia Trp-Cys-Gly-His-Cys (NOIVA,
1999; WILKINSON; GILBERT, 2004).

As diversas atividades exercidas pelas PDIs sao realizadas nos diferentes
estados redox destes sitios, os quais podem se encontar no estado reduzido ditiol ou
no estado oxidado dissulfeto (LAURINDO et al., 2008). Os dominios b ndo sédo
cataliticos, entretanto, o dominio b’ apresenta uma larga superficie hidrofébica,
identificada como principal responsavel pelo reconhecimento e ligacdo das PDIs aos
seus substratos (DENISOV, 2007; BYRNE, 2009). J& o dominio carboxi-terminal c,
apresenta a sequéncia KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) de retencdo no reticulo
endoplasmatico e tem sido considerado um sitio de ligacdo ao calcio (WILKINSON;
GILBERT, 2004; LAURINDO et al., 2008).

Figura 4 — Representacdo esquematica da estrutura da PDI
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Fonte: llustracdo adaptada de LAURINDO et al. (2008).

Dentre as funcdes das PDI, pode-se citar a catalise da oxidacdo de cisteinas
para formacdo de pontes dissulfeto, processo que auxilia o0 enovelamento de
proteinas, bem como a reducéo e rearranjo de pontes dissulfeto em proteinas (DIAS,
2011).
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Conforme a Figura 5, recentes estudos tem demonstrado a funcdo de
ativacdo funcional das PDIs em relacdo a outras proteinas no reticulo
endoplasmatico e na superficie celular e as interacdes estabelecidas entre as
mesmas (BENHAM, 2012).

Figura 5: Localizacdo celular das PDI e descricado de algumas interagées com
proteinas do RE (Reticulo Endoplasmatico) e de superficie celular.
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Fonte: Adaptado de BENHAM, (2012).

2.6.2 Papel das PDI em processos fisioldgicos e patolégicos

A familia PDI € formada por 20 membros que partiiham propriedades
estruturais comuns, mas também apresentam caracteristicas Unicas relacionadas
com os sitios de ligacédo ao substrato e a outras proteinas residentes do RE, que séo
responsaveis pela especificidade das interagdes com o substrato e pelas
propriedades funcionais (KOZLOV et al., 2010).

Em leveduras, sdo proteinas vitais, uma vez que qualquer reducédo
substancial de sua expressao pode comprometer a viabilidade celular (DIAS, 2011).

Em células de mamiferos sua expressdo mantém a sobrevivéncia celular e o
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aumento destas melhora a resisténcia em células endoteliais (TANAKA et al., 2000;
GRAVEN et al.,, 2002; SULLIVAN et al.,, 2003). Estudos realizados em ratos
demonstraram que a atuacdo dessas chaperonas junto ao tecido plaquetério ativa a
producéo de fibrina (REINHARDT et al., 2008).

A funcéao e o papel das PDI dentro e fora do RE s&o importantes tanto na
salde quanto em quadros de doencas atuando diretamente no sistema imunoldogico.
Ha evidéncias de que a entrada de alguns virus em células eucaribticas é governada
por processos redox. Além disso, possuem relevancia em processos que requerem
modificacdes de adesdo ou migracao celulares, como em situa¢gdes de cancer, onde
a PDIA5, proteina da familia das PDI, facilita a dissociacdo das proteinas associadas
ao tumor, reduzindo as pontes dissulfeto na superficie da célula tumoral (BENHAM,
2012).

Em um experimento com proteinas de superficie celular transmembrana — as
ADAM (Disintegrina metalproteinase), cujas funcfes essenciais estao relacionadas a
adesdo espermatica e processamento proteolitico em todos os animais, atuando,
principalmente, como sinalizadores moleculares e na ativacdo imunoldgica,
WILLEMS et al., (2010), observaram que alterando a atividade das PDIs nessas
células, ocorre a mudanca da atividade de ésteres de forbol através da acédo da
ADAM17 (que é controlada pelas PDIs). Neste estudo foi proposto que as PDIs
mantém a ADAM17 em um estado inativo e a exposi¢cdo a um ambiente redox inativa
a PDI permitindo a ADAM17 adotar uma conformacdo ativa. Esta ativacdo é
acompanhada por alteracdes nas pontes dissulfeto no ectodominio ADAM17. Esta é
uma descoberta nova que poderia ajudar a desvendar as alteracbes dos
mecanismos de acdo das ADAM, bem como uma série de outros mecanismos que
dependem de modificacBes rapidas na conformacdo de proteinas de superficie
celular (BASS, 2010).

2.6.3 PDIAL, PDILT e PDIA3 e suas implicacdes na funcéo espermatica

A conformacdo ideal de uma proteina é caracterizada pela estabilizacdo

estrutural e exatiddo de propriedades bioquimicas que permitirdo que ela
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desempenhe sua funcao especifica dentro da célula (IKAWA et al., 2011). Embora
esteja provado, através de experiéncias in vitro, que toda a informacdo necesséria a
conformacdo de uma proteina esta contida na sua sequéncia polipeptidica, estudos
demonstram que muitas proteinas recém-sintetizadas necessitam de energia
metabdlica para alcancarem seus estados funcionais estruturais eficientemente
(RAMOS, 2008). Além disso, necessitam de chaperonas capacitadas a orientar a
conformacao terciaria adequada, prevenindo agregacfes peptidicas ndo-especificas
e reparando proteinas danificadas (LAURINDO et al., 2008).

Importantes similaridades fisiologicas e morfolégicas demonstraram que a
espécie suina é um excelente modelo animal para estudos e transposicdo em
humanos, entretanto, apenas recentemente o papel das chaperonas comecou a ser
explorado com relacéo a fisiologia reprodutiva desses animais. Algumas funcdes de
chaperonas nas células da linhagem espermatogénica ja foram descritas,
evidenciando a importancia destas na producdo de espermatozoides férteis (VAN
LITH et al., 2007; IKAWA et al., 2011).

De acordo com Benham (2012), membros da familia PDI tém atraido
interesse em pesquisa sobre fertilidade, onde rearranjos de ligacdes dissulfeto sao
necessarias para que proteinas de adesdo do espermatozoide possam se ligar ao
odcito. Sundhey et al. (1995), num estudo com caprinos descreveram que a
concentracdo de proteinas presentes na membrana do espermatozoide aumentava
durante a maturacdo epididimaria. Brandon et al., (1999), ao correlacionarem as
proteinas SP-1, SP-2, SP-3 e SP-4 do plasma seminal de equinos com a fertilidade,
afirmaram que estas podem ser usadas como indicadores de capacidade fertilizante.
Da mesma forma que as chaperonas podem ser descritas pela sua analise direta no
sémen ejaculado e epididimario, pode-se inferir sobre sua funcdo pela investigacéo

de proteinas nas quais elas atuam no controle de qualidade.

Dentre as proteinas investigadas no presente estudo, a PDIAL1 ou P4HB (do
inglés prolyl 4-hydroxylase, beta polypeptide), € uma chaperona relacionada a
fertilizacdo mediando o controle de qualidade e a funcéo de integrinas e proteinas da
familia ADAM (Disintegrina metalprotease) (EDWARDS et al., 2009). Num estudo

com camundongos knock-out, as proteinas ADAML1 (fertilin-a), ADAM2 (fertilin-B) e
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ADAMS (cyritestin) foram associadas a eventos como a adesao do espermatozoide
a zona peldcida, adesédo do espermatozoide a membrana plasmatica do odcito e a
fusdo das membranas dos gametas (EDWARDS et al., 2009; revisado por MORENO
et al., 2011). Estas trés proteinas de membrana séo sintetizadas como precursores,
tendo os dominios pro e metaloprotease removidos proteoliticamente durante a
maturacdo epididimaria (HUNNICUTT et al., 1997; KIM et al., 2004; FABREGA et al.,
2011). Desta forma, alteracdes na expressao e atividade das PDIs no epididimo
podem afetar a qualidade e potencial fecundante do sémen.

Pertencente a familia das PDls, a PDILT, proteina também abordada neste
estudo, catalisa a formacédo, isomerizacdo e reducédo de pontes de dissulfeto no
reticulo endoplasmatico. Foi descrita como sendo exclusivamente expressa no
testiculo (VAN LITH et al., 2005), mais especificamente em células espermaticas
pos-meiose, formando complexos com outras chaperonas como a calmegina e
calnexina (VAN LITH et al., 2007). Tal achado sugere que esta proteina tenha
importante papel no remodelamento celular meiético, em especial na formacédo do
acrossoma a partir do RE (BENHAM, 2012).

Atuando na oxireducéo de ligacOes tiol e dissulfeto de proteinas em fase de
maturacdo pos-sintese, encontra-se a PDIA3 também conhecida por ERp57 —
(endoplasmic reticulum protein 57) — chaperona que promove interacdes com outras
chaperonas da familia PDI (VAN LITH et al., 2007) e a chaperonas moleculares do
RE calnexina (CNX) e a calreticulina (CRT) para catalisar a formacao e isomerizacao
de ligacdes dissulfeto (TURANO et al., 2011). A PDIA3 esta envolvida na modulacéo
da atividade da ATPase de Ca* do reticulo sarco/endoplasmatico (SERCA -
sarco/endoplasmic reticulum Ca®* ATPase), que transporta fons de célcio para o RE,
através da regulacdo do estado de oxidacdo-reducdo dos grupos sulfidrila de sua
porcéo luminal (COE; MICHALAK, 2009, 2010).

No testiculo, a PDIA3 foi imunolocalizada em todas as células da linhagem
espermatogénica e células de Leydig, porém com uma fraca marcacdo em células
de Sertoli. Em espermatozoides, foi demonstrada a sua imunomarcacdo em todo o
acrossoma, regiao equatorial e cauda. Este fato sugere importante papel na

capacitacdo espermatica e fusdo de gametas, tornando esta proteina possivel
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candidata a marcador molecular de fertilidade (ZHANG et al.,, 2007). O
remodelamento das integrinas na superficie dos gametas é o possivel mecanismo

na qual age esta chaperona na fertilizagao (BENHAM, 2012).

O entendimento das funcdes das diferentes PDI na espermatogénese e
maturacdo espermatica no epididimo pode elucidar outras questbes referentes aos
fenbmenos bioquimicos e morfolégicos que regem a formacdo de um

espermatozoide apto a fertilizar o odécito, seja in vivo ou in vitro.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de Pesquisa

O tipo de pesquisa da presente dissertacdo € classificado como sendo
transversal, descritiva e explicativa. Utilizou uma abordagem quantitativa, uma vez
gue combinou dados investigativos e mensuraveis obtidos através da

experimentacao.

3.2 Animais de estudo
Os experimentos foram realizados com testiculos de suinos puberes (8 e 18
meses) provenientes de doacdo da Cooperativa Languiru com sede em Teutdnia/RS

e da empresa Brasil Foods (BRF), com abatedouro localizado em Lajeado/RS.

Para andlise das PDI nos espermatozoides e fluido epididimarios, foram
utilizados nove testiculos de reprodutores castrados cirurgicamente em rotinas

zootécnicas e sete testiculos de machos imunocastrados.

A presente pesquisa dispensou a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
com Animais por ndo executar qualquer manipulacdo ou intervencao e por utilizar
material de descarte, estando assim amparada no paragrafo terceiro do artigo 1° da
lei que regulamenta a experimentacdo animal no Brasil (Lei 11.794 de 2008),

conforme descrito abaixo:
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Art. 1° - A criagdo e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e
pesquisa cientifica, em todo o territério nacional, obedece aos critérios
estabelecidos nesta Lei.

§ 1° A utilizagdo de animais em atividades educacionais fica restrita a:

| — estabelecimentos de ensino superior;

Il- estabelecimentos de educacdo profissional técnica de nivel médio da
area biomédica.

§ 2° Sao consideradas como atividades de pesquisa cientifica todas
aquelas relacionadas com ciéncia basica, ciéncia aplicada, desenvolvimento
tecnolégico, producdo e controle da qualidade de drogas, medicamentos,
alimentos, imunobioldgicos, instrumentos, ou quaisquer outros testados em
animais, conforme definido em regulamento préprio.

§ 3°Nao sdo consideradas como atividades de pesquisa as praticas
zootécnicas relacionadas a agropecuaria.

3.3 Investigacao sobre as PDIl em epididimo suino

Os testiculos, apds castracao cirurgica ou abate, foram transportados até o
Laboratério de Biotecnologia da UNIVATES sob refrigeragcdo a 4°C, num tempo
maximo de 30 minutos apds procedimento inicial. Apos dissecacdo, amostras de
tecido foram removidas das regides da cabeca (1), corpo (5) e cauda (9) do
epididimo, conforme descrig&o realizada por FABREGA et al., (2011) (Figura 6).

O material fatiado, equivalente a 150 mg, foi acondicionado em tubos
eppendorf devidamente identificados, acrescido com 200 a 500 puL de PBS, e,
posteriormente, agitado em vortex para coleta dos espermatozoides do interior do

ducto epididimario.

Figura 6 — Regides de coleta de amostras de tecido epididimario. VE — Vias
eferentes; VD — Vias deferentes

CABECAY|

CORPOf|

CAUDA]

Fonte: Adaptado de Fabrega et al., 201:
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As amostras foram centrifugadas a baixa rotacdo (500 x g, por 1 min em
temperatura ambiente (TA) para separacdo de tecido e sobrenadante. O
sobrenadante, contendo espermatozoides (sptz), fluido epididimario e PBS foi
transferido para um novo tubo eppendorf sendo novamente centrifugado a 3000 x g,
por 10 min a 4 ° C para sedimentagdo dos espermatozoides. O sobrenadante,
contendo fluido epididimério e PBS foi novamente centrifugado a 12.000 x g por 1h a
4 °C, sendo o sobrenadante armazenado com inibidor de proteases a — 80 ° C.

O precipitado de células foi ressuspendido em 300 uL de PBS com coquetel
de inibidores de protease (Sigma). Para a producdo de extrato proteico de
espermatozoides, as amostras foram lisadas mecanicamente, em 10 movimentos
com seringa de insulina em tampéao de lise com tampéao RIPA (0,3025 g de Tris 50
mM, 0,4383 g de NaCl 150 mM, 0,01861 g de EDTA 1 mM acrescido de 500 ul de
Triton e 0,050 g de SDS), sendo novamente centrifugados a 12.000 x g por 1h a 4
°C, sendo o sobrenadante armazenado a — 80 ° C.

O fluxograma do protocolo de obtencdo dos espermatozoides e fluidos

epididimarios esta descrito na Figura 7.



Figura 7 — Fluxograma do protocolo de obtengéo dos
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3.4 SDS-PAGE e Western blotting
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conteddos epididimarios utilizado neste

A guantificacdo de proteina total foi realizada pelo método de Lowry et al.

(1951), utilizando-se albumina sérica como padrdo. Para a eletroforese foram

utilizados géis de poliacrilamida 10%, compostos de uma solucéo de acrilamida/bis-
acrilamida 40% (39% de acrilamida e 1% de bis-acrilamida), Tris 1,5 mM pH 8,8,
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SDS 0,1%, 20 yL de persulfato de aménio 10% e 3 yL de TEMED, em volume total
de 5 ml. O gel de entrada constituido por acrilamida 4,5%, bis acrilamida 0,1%, Tris
500 mM pH 6,8, SDS 0,1%, 27 uL de persulfato de aménio 10% e 2,5 yL de TEMED,
em um volume total de 2,5 mL. A corrida foi feita com tampao Running buffer (1,44%
de glicina, 0,3% de Tris e SDS 0,01%). Quantidades iguais de proteina (30 pg) de
cada amostra foram diluidas em tamp&o Laemlli (Tris 1,562 mM pH 6,8, glicerol
25%, SDS 7%, B-mercaptoetanol 12%, azul de bromofenol 0,25%) agitadas em
vortex e incubadas a 100°C por 5 minutos. Foram aplicados 16 pL de cada amostra
no gel jA submerso no tampao de corrida gelado. Utilizou-se o Mini-Protean Tetra
Cell (Bio-Rad), alimentado por fonte de eletroforese nas condi¢gbes: 80 V, 20 mA por

gel.

Ao final da eletroforese, o gel de acrilamida com as proteinas foi transferido
para uma membrana de nitrocelulose (Millipore, Bilerica, EUA), ambos colocados
entre papéis filtro Watman n°3, embebidos em tampéao de transferéncia (Tris 48 mM,
glicina 39 mM, metanol 20%). O sistema foi colocado em um cassete de
transferéncia Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). ApoOs transferéncia, a membrana foi
incubada com M-TPBS (tampé&o PBS, adicionado de 0,05% de Tween 20 e 5% de
leite em p6 desnatado) por 60 minutos a fim de se obter o bloqueio de sitios néo
ocupados na mesma. Utilizou-se a programacao padrao do aparelho para 0 nimero

indicado de géis transferidos.

A imunodeteccdo das proteinas deu-se com a incubacdo do anticorpo
primario especifico (anti-PDI, anti-PDILT, anti-PDIA3, gentilmente cedidos pelo Dr.
Adam M. Benham, da Durham University) por no minimo, 6 horas sob refrigeracéo
no homogeneizador. Apés o periodo, o anticorpo primario foi retirado e a membrana
lavada trés vezes por 5 minutos com T-PBS. Foi feita nova incubagdo com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase anti-igG de camundongo ou anti-lgG de rato
(Amershan Pharmacia), concentracdo 1:2000 diluido em M-TPBS por 2 horas. Apés
a incubacdo, a membrana foi lavada cinco vezes com T-PBS. A actina foi usada
como normalizador. Para tanto, foi empregado anticorpo anti-actina produzida em

coelho (multi-espécie, Sigma) na concentracdo de 1:2000.

Para visualizagdo das bandas, utlizou-se o Kit de ECL (Enhanced
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Chemiluminescence - Millipore, Bilerica, EUA). Método que se baseia na acdo da
peroxidase (conjugada no anticorpo secundario) no luminol presente nos reagentes
de ECL. O resultado é a liberacdo de fotons que marcardo filmes de raio-X,
possibilitando a identificacdo de bandas. Os filmes de raio-X foram digitalizados em

formato TIFF, e as bandas quantificadas pela utilizacdo do software livre ImageJ.

3.5 Analise Estatistica

A quantificacdo dos geis permitiu a comparacao da quantidade das proteinas
entre 0s grupos, que foi realizada atraves do teste t de student, ou ANOVA e TUKEY,
realizado com o software Prism 6 (GraphPad) adotando nivel de significancia de 5%.



4 RESULTADOS

No grupo controle, o imunocontetado da PDIA1 (figura 8C) foi semelhante nos
espermatozoides obtidos da cabeca e corpo do epididimo, ndo sendo detectada a
proteina nas amostras da cauda (P < 0,05). Nos animais imunocastrados, 0s
espermatozoides da cauda foram marcados com a PDIA1 em quantidade
significativamente igual ao corpo, porém, menor que a cabeg¢a (P < 0,05). Esta
expressdo foi ainda maior que a amostra da mesma regido obtida dos animais
controle (P < 0,05).

Na Figura 8D, observa-se que a PDIALl esta presente apenas no fluido da
cabeca e corpo de animais controle. Por outro lado, nos animais imunocastrados,
detectou-se a presenca de PDIAL no fluido da cauda na mesma quantidade das
demais regides, sendo esta quantidade superior nos imunocastrados em

comparacao ao grupo controle (P < 0,001).
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Figura 8: Presenca de PDIA1 em espermatozoides e fluido obtidos de diferentes regides do epididimo
suino, em cachagos controle e imunocastrados. A e B: resultados de western blotting indicando as
bandas referentes a PDIAl. C e D: imunocontetdo de PDIA1 no espermatozoide e fluido
epididimario, respectivamente. Letras e * acima das barras indicam diferenga estatistica (P < 0,05).
Sperm — espermatozoide; EF - fluido epididimario; control — grupo controle; immunocastrated — grupo
imunocastrado.
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De forma semelhante a chaperona anterior, a quantificacdo da PDIA3 mostrou
a mesma quantidade nos espermatozoides da cabeca e corpo dos animais controle,
nao sendo detectada nas células coletadas da cauda do epididimo (Figura 9 C). No
grupo imunocastrado, esta proteina foi encontrada em maior quantidade nos
espermatozoides da cabeca do epididimo em comparacdo com as outras regides (P
< 0,05). Semelhante a PDIAL, a PDIA3 foi detectada nas células espermaticas da

cauda do epididimo nos animais imunocastrados (P < 0,05).

A PDIAS3 apresenta diferencas significativas entre os dois grupos estudados
(Figura 9). Observou-se uma menor quantidade desta chaperona no fluido da
cabeca e corpo de animais imunocastrados (P < 0,01), porém o oposto foi observado
com relacdo a média das amostras da cauda (P < 0,0001). Na analise dentro dos

grupos, cabeca e corpo apresentaram maior imunoconteudo de PDIA3 (P < 0,05).
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Figura 9 - Presengca de PDIA3 em espermatozoides e fluido obtidos de diferentes regites do
epididimo suino, em cachacos controle e imunocastrados. A e B: resultados de western blotting
indicando as bandas referentes a PDIA3. C e D: imunocontetddo de PDIA3 no espermatozoide e fluido
epididimario, respectivamente. Letras e * acima das barras indicam diferenga estatistica (P < 0,05).
Sperm — espermatozoide; EF - fluido epididimario; control — grupo controle; immunocastrated — grupo
imunocastrado.
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A PDILT apresentou algumas caracteristicas distintas, quando comparadas as
outras duas chaperonas descritas anteriormente. Nos animais controle, o0s
espermatozoides da cabeca apresentaram maior quantidade de PDILT em
comparacao com as outras regides do epididimo (P < 0,05, Figura 10 C). Contudo,
nos animais imunocastrados, 0s espermatozoides com maior imunoconteudo de
PDILT foram obtidos do corpo do epididimo (P < 0,05). Os espermatozoides da
cauda apresentaram quantidade significativamente maior de PDILT nos

imunocastrados em relagédo ao controle. (P < 0,05, Figura 10C).

Diferente das outras PDI, a PDILT ndo apresentou diferenca no fluido
testicular obtido das diferentes regides do epididimo do grupo controle. Ja& nos
animais imunocastrados, uma maior concentracao foi identificada nas amostras de

fluido da cabecga e corpo (P < 0,05) tanto em comparagédo com o fluido da cauda dos
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imunocastrados, quanto com as mesmas regides do grupo controle (Figura 10 C e
D) (P <0,05).

Figura 10 - Presenca de PDILT em espermatozoides e fluido obtidos de diferentes regides do
epididimo suino, em cachacos controle e imunocastrados. A e B: resultados de western blotting
indicando as bandas referentes a PDILT. C e D: imunocontetdo de PDILT no espermatozoide e fluido
epididimario, respectivamente. Letras e * acima das barras indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
Sperm — espermatozoide; EF - fluido epididimario; control — grupo controle; immunocastrated — grupo
imunocastrado.
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5 DISCUSSAO

Nesta dissertacdo verificou-se a influéncia da imunocastragdo com a vacina
comercial Vivax® (Pfizer) no imunocontetdo de chaperonas da familia PDI no
epididimo suino. Os resultados demonstraram uma evidente alteracdo da PDIAL,
PDIA3 e PDILT tanto nos espermatozoides quanto nos fluidos, em especial na regido

da cauda nos animais imunocastrados.

As PDI possuem importantes papeis em diferentes tecidos modulando a
conformacdo de diversas proteinas através da manipulacdo de suas pontes de
dissulfeto. Ao oxidar, reduzir ou isomerizar as ligacdes entre residuos de cisteina
pode-se alterar (inibir, estimular, anular) as funcfes da proteina-alvo (BENHAM,
2013). Um exemplo desta modulacédo na fisiologia espermatica é a conversdo do
dimero de hexoquinase isozima tipo 1 (HK1S) em mondmeros, sendo esta
conversao resultado da clivagem de pontes dissulfeto entre as subunidades. Como
consequéncia, a atividade da hexoquinase aumenta, juntamente com a motilidade do
espermatozoide (NAKAMURA et al., 2008).

Com relacéo as diferencas entre as regides do epididimo, observou-se que as
trés PDI estudadas estavam sempre em maior quantidade nos espermatozoides
obtidos da cabeca e corpo nos animais controle. Com excec¢éo da PDILT, o mesmo

padrdo de distribuicdo foi observado no fluido epididimério. Este resultado sugere
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gue estas enzimas podem estar associadas a processos iniciais de maturacao

espermatica.

A porgdo inicial do epididimo € onde ocorre o primeiro contato dos
espermatozoides com o fluido epididimario, em especial com as secrecbes das
células epiteliais do epididimo. O secretoma do epididimo suino mostra a intensa
liberacdo de proteinas na luz epididimario, principalmente nas regides proximais,
sendo as proteinas RNAselO, glutathione peroxidase (GPX), clusterin e
hexohaminidase as mais abundantes (DACHEUX et al., 2005; DACHEUX et al.,
2009). Algumas destas proteinas, porém, ndo permanecem no fluido epididimario,
sendo reabsorvidas nas regides subsequentes (GUYONNETT et al., 2011).

Como as PDI ainda ndo possuem seus mecanismos de acao totalmente
elucidados, pode-se analisar sua influéncia nos fendémenos celulares através de
suas interacbes com suas proteinas clientes (alvo). Estas podem ser membros de
vias de sinalizacdo ou proteinas efetoras de funcdes fisioldégicas. Os dados
disponiveis de protedmica e expressao génica do epididimo de diferentes espécies
(BELLEANNE et al., 2012, MOURA et al., 2010; SYNTIN et al., 1996, SYNTIN et al.,
1999) nos auxilia a estimar o papel desempenhado pelas PDI no controle de

atividade e funcéo de outras proteinas.

Dentre as proteinas que interagem com as PDI, pode-se destacar a clusterin,
uma pequena glicoproteina constitutiva e predominantemente expressa em quase
todos os tecidos em mamiferos, incluindo fluidos corpéreos como o sémen (JONES;
JOMARY, 2002). Primeiramente, foi identificada no testiculo ovino como uma
proteina termoestavel, sensivel a digestdo por tripsina (FRITZ et al., 1983). Hoje,
porém, é considerada uma molécula multifuncional envolvida em variadas atividades
como controle de ciclo celular, proliferacdo, interacdo célula-célula, reciclagem de
membrana e apoptose (JONES; JOMARY, 2002; TROUGAKOS; GONOS, 2002).

A clusterina é produzida de duas formas principais: a clusterina secretéria
(sCLU), um heterodimero glicoproteico de 449 aa (76 a 80 kDa) ligado por pontes
dissulfeto (Shannan et al., 2006), presente no leite, liquido cerebroespinhal, plasma
sanguineo, urina e sémen (JONES; JOMARY, 2002; LESKOV et al., 2003); e a

clusterina nuclear (nCLU), isoforma resultado de um splicing alternativo com 49 kDa
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gue permanece dentro da célula, estando presente em tecidos como testiculo adulto,
ovario, figado, coracdo e cérebro (SALEHI et al., 2013). Curiosamente, a SCLU
possui funcbes anti-apoptoticas, enquanto a nCLU age como fator pré-apoptético
(SALEHI et al., 2013).

A associacao entre a clusterin e a qualidade seminal foi verificada por Jobim
et al. (2004) que correlacionou esta proteina a congelabilidade (crioresisténcia) do
sémen bovino. J& em homens férteis, a concentragcdo de clusterin € maior que em
individuos inférteis, estando os valores correlacionados negativamente com a
deficiéncia de protaminas, fragmentacdo de DNA espermético e patologia
espermatica (SALEHI et al., 2013). Tais caracteristicas apontam a clusterin como um
potencial marcador de qualidade seminal masculina. E, como sua atividade depende
de sua conformacdo heterodimérica mantida por pontes dissulfeto, as PDI,
especialmente PDIA3 (ERp57), podem estar diretamente associadas no controle de

sua fungao.

Outro grupo de proteinas clientes das PDI sdo as ADAM (a disintegrin and
metalloprotease). Expressas no testiculo e ductos pés-testiculares (epididimo e
canal deferente) de diversos mamiferos (Moreno et al., 2011), possuem um papel
significativo na regulacdo da espermatogénese. Dentre as mais de 17 variedades
descritas, dois membros desta familia de metaloproteases interagem com a PDIAL
(ADAM17) e PDIA3 (ADAM10 e ADAM17) (MORENO et al., 2011). Uma vez que o
presente trabalho n&o pode determinar se as PDI avaliadas estavam sendo
efetivamente secretadas pelo epitélio dos tubulos epididimario, deve-se considerar a

possibilidade destas chaperonas serem oriundas do fluido testicular.

A exata interacdo entre as PDI e as ADAM ainda ndo sdo completamente
compreendidas. Em um estudo de interacdo em modelo de cultura celular (HT1080 -
fiborosarcoma humano) entre diversas PDI e seus substratos, observou-se que a
PDIA3 (ERp57) é responsavel pela formacéo de 7 pontes dissulfeto na ADAM17 e 3
na ADAM10 (JESSOP et al., 2007; JESSOP et al., 2009).

Willems et al. (2010) demonstraram o papel da PDIA1 (PDI) no controle da
atividade da ADAM17. Os autores observaram que a inibicdo da atividade thiol

isomerase da PDIAl1 induz o aumento da atividade da ADAM17, e que a
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isomerizacdo de pontes dissulfeto da ADAM17 resulta na alteracdo da sua
conformagao com reflexos em sua atividade, alterando-a do formato ativo para o
inativo. Estes resultados foram considerados promissores (comentario publicado por
Bass; Edwards, 2010), pois possibilitam um novo entendimento e novas linhas de
estudo no mecanismo de processamento (atividade shaddase) de ectodominio pelas
ADAM.

As proteinas ADAM possuem um mecanismo que regula a sinalizacao celular
paracrina e autocrina, sendo esta realizada através da clivagem de ectodominios de
receptores e ligantes de membrana, processo conhecido como shedding (BLOBEL,
2005). A ADAM1 foi a primeira metaloprotease identificada e localizada no testiculo,
tendo hoje seu papel na fertilizagdo compreendido. A nivel celular, as ADAM estao
envolvidas em pelo menos trés etapas da fertilizacdo: adeséo do espermatozoide a
zona pelucida, adesdo do espermatozoide a membrana plasmatica do odcito, e
fusdo dos gametas (EVANS, 1999; TALBOT, 2003). Desde entéo, diversas ADAM
foram descritas em diferentes tecidos, cumprindo diversas fun¢des, atuando em vias

de sinalizacao celular relacionadas a morte e inflamacdo (MORENO et al., 2011).

A ADAM17, também conhecida como TACE (enzima conversora do fator de
necrose tumoral-alfa) € uma protease chave no desenvolvimento de mamiferos
(Evans, 1999), tendo como substrato o receptor de tirosina cinase c-kit. Este
receptor (145 kDa) é uma proteina transmembrana glicosilada que quando ligada ao
ligante (SCF, stem cell factor), inicia uma cascata de sinalizacdo resultando em
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia celular (BEDELL, 2004). A
relacdo entre a atividade da ADAM17 e apoptose foi demonstrada em diferentes
modelos celulares, incluindo cultura de mastocitos e células endoteliais de cordéao
umbilical (MATSUI, 2004). Esta relacao ficou clara quando a inducdo da apoptose
em células embrionarias por PMA (forbol-12-miristato-13-acetato, um éster de forbol
gue ativa proteina cinase C) foi bloqgueada em células com uma forma inativa
mutante de TACE/ADAM17 (EVANS, 1999).

Igualmente, a ADAM10 possui atividade de processamento de pro-dominio
(shedding) durante a espermatogénese e sua atividade também estd associada a

apoptose das células espermaticas (EVANS, 1999). Durante a espermatogénese,
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dados experimentais apontam para o possivel processamento (clivagem) do ligante
de Fas (FasL) pela ADAM10, inibindo desta forma, a inducdo de apoptose das
células germinativas via receptor Fas. Os autores propuseram ainda que apenas
FasL associados a membrana, e ndo soluvel, induzem a sinalizacdo via Fas (via
extrinseca). Ressalta-se que a maquinaria apoptotica (ou seja, proteinas das vias de
sinalizacdo) é utilizada fisiologicamente nas células durante a espermatogénese
para a formacdo dos gametas. Porém, a apoptose propriamente dita das células
germinativas € induzida por niveis reduzidos de testosterona e FSH plasméaticos
(revisado por BUSTAMANTE-FILHO et al., 2005). Aparentemente, qualquer
alteracdo no controle da espermatogénese leva as células germinativas a entrar em
apoptose (AITKEN; BAKER, 2011). O estagio da espermatogénese em que a
apoptose ocorre predominantemente € nas espermatécitos em paquiteno, sendo o

sistema Fas/FasL o provavel mediador deste processo (LIN et al., 2010).

Moreno et al. (2011) propdem um modelo para os papeis da ADAM10 e
ADAM17 no controle da apoptose nas células germinativas. Indutores classicos de
apoptose como estresse oxidativo e dano ao DNA induzem, via p38, a ativacdo da
ADAM17 associada a membrana das células espermaticas, que ira assim clivar o
receptor c-Kit, que induz a ativacao de caspase via p53 e Bax e BAK (localizados na

mitocondria).

Diferentemente, a ativacdo da ADAM10 promove a inibicdo da apoptose. Nas
células de Sertoli, os autores propdem a ativacdo (por via desconhecida) da
ADAM10, resultando no processamento do FasL na membrana desta célula,
impedindo sua ligacdo ao Fas nas membranas das células germinativas. Assim, por
ambas as vias intrinsecas e extrinsecas, as ADAM podem controlar o destino das

células germinativas no testiculo.

Cabe aqui ressaltar que a presenca das trés PDI nos espermatozoides dos
cachacos imunocastrados, ou seja, com niveis séricos de testosterona praticamente
zero, pode ser uma consequéncia do processo apoptético que se estabeleceu nos
tubulos seminiferos destes animais. Apesar de, neste modelo suino, a apoptose nao
ter sido descrita ou quantificada, sabe-se que em resposta a reducao de FSH, LH e
testosterona, as células de Sertoli induzem a apoptose nas células da linhagem

espermatogénica (AITKEN; BAKER, 2013). Como a espermatogénese ndo cessa
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por totalmente nestes animais, os espermatozoides produzidos devem possuir altas
atividades de enzimas apoptéticas (ex. caspases). E pelo fato de as PDI estarem
associadas ao disparo destas vias de sinalizagcdo, sua expressado pode estar

também aumentada nas células germinativas pds-meidticas.

A auséncia de PDIAl, PDIA3 e PDILT no espermatozoide da cauda do
epididimo aponta para a possivel remocdo destas proteinas do espermatozoide
durante o transito epididimario. E possivel considerar a hipotese de que isto ocorre,
pois tais PDI ndo sdo mais necessérias nesta regido, contudo ndo ha dados na
literatura que apontem para o mecanismo de remocao destas proteinas. As
possiveis explicagcdes sdo (i) a degradacdo destas por proteases do fluido
epididiméario, e (i) a degradacdo proteica por proteassomos via rotas de
ubiquitinizacéo, ja que dados de interactoma indicam a interagédo da PDIALl com as
ubiquilins UBQLN1 e UBQLN2.

O fenbmeno de redistribuicdo e remocao de proteinas do espermatozoide ao
longo do transito epididimario tem apenas um exemplo bem descrito. A gACE
(gonad angiotensin-I converting enzyme) € totalmente removida do espermatozoide
ainda na regido da cabeca. Gatti et al. (1999) demonstraram que a gACE é alvo de
protedlise e que o produto desta reacao é€ liberado no fluido epididimario, interagindo
com o epitélio do tubulos do epididimo. Se as PDI sofrem fisiologicamente 0 mesmo

processo ainda € um dado a ser confirmado.

A cauda do epididimo é a regido de estocagem de espermatozoides pre-
ejaculacdo. Nesta regido, os espermatozoides sdo mantidos com baixo metabolismo
celular, diminuindo a producdo de ERO e gasto de ATP (AITKEN; BAKER, 2006). A
auséncia fisiologica destas PDI nestes espermatozoides e fluido epididimario (exceto
PDILT) pode ser explicada pelo fato de que os gametas ja possuem as proteinas
necessarias (e na conformacao correta) para exercer as interacdes e atividades no
trato reprodutivo feminino. Esta hipétese, apesar de ainda ndo comprovada, auxilia

na explicacdo de presenca das PDI na cauda dos animais imunocastrados.

De fato, a identificacdo das PDI nos espermatozoides e fluido obtidos da
cauda do epididimo dos animais imunocastrados foi a observacdo mais que

significativa neste trabalho. Os dados, contudo, ndo permitem apontar as causas da
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presenca das trés PDI na cauda dos animais imunocastrados. Todavia, algumas
explicagdes podem ser consideradas.

Uma primeira hipotese € a quantidade significativamente maior de
espermatozoides com gotas proximais (que se caracterizam por residuos de
citoplasma presos a peca intermediaria do espermatozoide) no ejaculado de suinos
imunocastrados em comparacado com o controle (78,1 % + 6,27 e 10,1 % + 4,21,
respectivamente) (EINARSSON et al., 2011). Isto ocorre em funcdo da disfuncao
testicular causada pela reducéo da liberacdo de GnRH e consequentemente LH e
FSH, e testosterona (Brunius et al., 2011) e estradiol (E2). Como consequéncia, as
mitoses e meioses ndo ocorrem mais nas espermatogbnias, espermatdcitos
primarios e secundarios, levando a um desarranjo na estrutura dos tubulos
seminiferos. Assim, as poucas espermatides produzidas e que sofrem espermiacao,
resultam na formacdo de espermatozoides com significativas alteracdes
morfoldgicas. As gotas proximais, em sua maioria, sdo removidas durante o transito
epididimario (revisto por Cooper, 2011), mas provavelmente devido a baixa
concentracdo de testosterona e estradiol, este processo ndo é efetuado
corretamente, resultando em células ejaculadas com altas taxas desse defeito. E
razoavel pensar que a gota proximal possua restos de vesiculas do reticulo
endoplasmatico (RE), reservatorio natural das PDI. Contudo ndo ha evidéncias até
hoje de que as gotas proximais possuem restos de RE, apesar de apresentarem
estruturas vesiculares e lamelares (saculares) com caracteristicas de Golgi (OKO et
al., 1993). Estudos de co-localizacdo por microscopia confocal utilizando anticorpos

anti PDIs e marcadores especificos para RE podem elucidar esta questao.

Uma segunda possibilidade que explicaria a presenca de PDIs em
espermatozoides da cauda do epididimo dos animais imunocastrados € a relacéao
destas com horménios. A interacdo da PDIAL e da PDIp (isoforma pancreatica) com
17-p-estradiol e diethilstilbestrol foi considerada maior que outras moléculas
testadas, como aldosterona, progesterona e dexametasona, evidenciando a
importancia do grupo fenol livre dos estrégenos para a interacao (IMAOKA, 2011).
Devido a esta alta capacidade de ligacdo intracelular ao estradiol a PDIAL
provavelmente organiza um reservatorio de estrogénio (E;), modulando as
atividades biolégicas deste horménio (PRIMM; GILBERT ,2001).
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Buscando explicar a interagdo da PDIAl1 e estradiol, Fu et al. (2009)
propuseram que o reservatério intracelular de PDIAl-E; pode controlar o nivel
extracelular de E;, quando houver a necessidade de compensar as flutuagcbes em
seus niveis plasmaticos. Os autores citam ainda que altas concentracdes de PDIAL
podem auxiliar no acumulo de E; dentro das células, permitindo uma ativacdo mais
intensa dos receptores de estrogénio, o que nao ocorreria em células com
concentracbes fisioldgicas menores desta chaperona. No mesmo artigo, foi
demonstrado que o estrogénio ligado a PDIAl1 esta protegido da inativacdo
metabdlica, viabilizando outro nivel de controle da funcdo estrogénica. Desta forma,
a PDIA1 pode efetivamente modular os niveis intracelulares de estrogénio, alterando
a magnitude e duracgéo de atividade.

Utilizando este raciocinio na interpretacdo dos achados na presente pesquisa,
€ possivel considerar que uma maior quantidade de PDI na cauda do epididimo dos
animais imunocastrados (tanto no fluido quanto nos espermatozoides), pode ser
uma resposta tecidual ao baixo estradiol. Apesar de nédo ter sido quantificado no
epididimo, sabe-se que a imunocastracdo reduz em 10 vezes o nivel sérico de
estradiol (BRUNIUS et al., 2011). Os efeitos desta reducdo hormonal significativa
nao sdo sentidos apenas nos parénquimas testicular e epididimario, mas também

nos espermatozoides em maturacao.

Os gametas masculinos de humanos e suinos sédo os unicos em que foram
descritos receptores de estrégenos (ERa e ERB) (AQUILA et al. 2004; SOLAKIDI et
al. 2005; RAGO et al. 2007). O efeito do estrogénio no espermatozoide suino ocorre
como uma rapida resposta na modulacdo do Ca®" intracelular, induzindo a
capacitacdo e reacdo acrossbmica (DED et al., 2010). Além dos receptores
classicos, recentemente foi identificado o receptor de estrogénio acoplado a proteina
G (GPER), confirmando a importancia deste horménio na fisiologia espermatica.
Assim, a possibilidade do aumento da expressdo de PDIs para manter o controle
estrogénico no epididimo (isto é, da maturacdo epididimaria) para a producdo de

espermatozoides aptos a fertilizacdo é uma hipGtese a ser avaliada em

experimentos futuros.

Os resultados aqui apresentados e discutidos sédo inéditos, ndo apenas no
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suino, como também em outras espécies ja que a PDILT tinha sido descrita apenas
no testiculo de roedores. Como caracteristica de trabalho pioneiro, muitas questdes
ficam para serem respondidas, em especial como as PDI modulam a apoptose e a
homeostase estrogénica no epididimo.

E comum em trabalhos com proteinas seminais a busca por aquela molécula
gue possa ser utilizada como um marcador de qualidade seminal, funcéo testicular
ou potencial fecundante do ejaculado. A presente dissertacdo ndo permite apontar
um possivel marcador, mas a presenca de PDILT, PDIA1 e PDA3 nos
espermatozoides pré-ejaculatérios de suinos com hipogonadismo causado pela
imunocastracdo é um dado promissor do possivel uso clinico futuro destas

chaperonas.

Disfuncdes testiculares em funcdo do hipogonadismo € uma condigéo clinica
associada a diversos casos de infertilidade em homens. Contudo, em animais de
producdo, em especial suinos, estes dados ndo estdo disponiveis, pois exames
hormonais nédo séo rotina em centrais de inseminacdo artificial devido aos altos
custos. Portanto, marcadores proteicos seminais que refltam a qualidade da
espermatogénese e maturacado epididimaria dos espermatozoides tém grande
potencial biotecnoldgico, contribuindo tanto para a salude humana quanto a

producédo de alimentos.



6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A presente pesquisa demonstrou que foi possivel realizar a descricdo da
ocorréncia das chaperonas PDIAL, PDIA3 e PDILT no fluido e espermatozoides de
diferentes regibes do epididimo de suinos castrados cirurgicamente e
imunocastrados. Este dado torna-se relevante uma vez que as PDI possuem
importantes funcdes fisiologicas descritas nos mais diversos tecidos modulando a
conformacdo de diversas proteinas através da manipulacdo de suas pontes de
dissulfeto. O entendimento dessas funcdes no processo de espermatogénese e
maturacao espermatica no epididimo é essencial para elucidar questdes referentes
aos fendbmenos bioquimicos e morfologicos que regem a formacdo de um

espermatozoide apto a fertilizar o odcito.

Foi possivel verificar através da quantificacdo do conteudo proteico das
chaperonas PDIA1, PDIA3 e PDILT que o mesmo sofre evidente alteracdo devido a
imunocastracdo com a vacina comercial Vivax® (Pfizer). Este resultado pode ser
observado tanto nos fluidos quanto nos espermatozoides das regides de cabeca,
corpo e cauda do epididimo. Esse resultado apresentou-se ainda mais notério na

regidao da cauda dos animais imunocastrados em relagcdo ao grupo controle.

Apesar de se ter o entendimento sobre infimas funcbes das proteinas
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dissulfeto isomerase, questdes surgem acerca da modulacéao estabelecida pelas PDI
em processos patoldgicos e fisioldgicos, principalmente o processo de apoptose e a
homeostase hormonal no epididimo. Desta forma, a presente dissertacdo nao
permite alegar marcadores moleculares, porém, oferece dados promissores para uso

clinico futuro destas chaperonas.

Uma das questdes a serem respondidas é se existe efetivamente a expressao
e secrec¢ao das PDI pelo epididimo. Esta definicdo confirmaria a importancia das PDI
na maturacdo epididimaria. Ainda, estudos de imunohistoquimica buscando
descrever a presenca das PDI nas células do epitélio epididimario e
espermatozoides ao longo do trajeto epididimario podem nos auxiliar na

compreensao da participacao destas chaperonas na fisiologia reprodutiva masculina.
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Quadro 1- A: Analise estatistica da quantificacdo de PDIA1 (Software Prism 6)

Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05

Source of % of total P value -

. . P value Significant?

Variation variation summary
Interaction 4,641 0,2292 ns No
Group 6,012 0,0541 ns No
Epididymal region 46,04| <0,0001 HIE Yes
ANOVA table SS DF MS| F (DFn, DFd) P value
Interaction 0,4187 2 0,2093 F @ f’?AE) P =0,2292
Group 0,5423 1 0,5423 F (1’??%)9,; P = 0,0541
Epididymal region 4,153 2 2,077 F @ 5’52)3; P < 0,0001
Residual 4,341 32 0,1357
Number of missing values 4

Fonte: Da autora
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Quadro 1- B: Andlise estatistica da quantificacdo de PDIAL (Software Prism 6)

Number of families 2
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
c-gurﬁf))grsisrgﬂ!stitpeft Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? | Summary
Control
Caput vs. Corpus 0,08567 -0,4369 to 0,6082 No ns
Caput vs. Cauda 0,9867 0,4387 to 1,535 Yes rkx
Corpus vs. Cauda 0,9011 0,3530 to 1,449 Yes rkx
Immunocastrated
Caput vs. Corpus 0,03757 -0,4462 to 0,5214 No ns
Caput vs. Cauda 0,5083 0,02449 to 0,9921 Yes *
Corpus vs. Cauda 0,4707 -0,01308 to 0,9545 No ns

Test details Mean 1 Mean 2| Mean Diff, | SE of diff, N1 N2 q DF
Control
Caput vs. Corpus 0,9893| 0,9037 0,08567 0,2127 0,5697| 32
Caput vs. Cauda 0,9893| 0,0026 0,9867 0,223 6,257 32
Corpus vs. Cauda 0,9037( 0,0026 0,9011 0,223 5,714 32
Immunocastrated
Caput vs. Corpus 1,055 1,017 0,03757 0,1969 0,2699( 32
Caput vs. Cauda 1,055| 0,5463 0,5083 0,1969 3,651 32
Corpus vs. Cauda 1,017| 0,5463 0,4707 0,1969 3,381 32

Fonte: Da autora




Quadro 1- C: Andlise estatistica da quantificagdo de PDIA1 (Software Prism 6)

Table Analyzed Sptz PDIAL Sptz PDIAl Sptz PDIAl
Caput Corpus Cauda

Immunocastrat | Immunocastrat | Immunocastrated
Column B

ed ed
VS. VS, VS, VS,
Column A Control Control Control

Unpaired t test
P value 0,7358 0,6192 0,0292
P value summary ns ns *
Significantly different? (P No No Yes
< 0.05)
One- or two-tailed P Two-tailed Two-tailed Two-tailed
value?
t, df t=0,3461 df=11 | t=0,5114 df=11 t=2,544 df=10
How big is the difference?
Mean + SEM of column 0,9893 + 0,9037 * 0,0026 +
A 0,1017 N=6 0,1960 N=6 0,001166 N=5
Mean + SEM of column 1,055 +0,1506 | 1,017 +£0,1188 | 0,5463 + 00,1781
B N=7 N=7 N=7
Difference between 0,06524 + 0,1133 +| 0,5437 +0,2138
means 0,1885 0,2216
95% confidence interval -0,3497 to -0,3744to | 0,06741 to 1,020
0,4801 0,6011
R squared 0,01077 0,02322 0,3928
F test to compare variances

F,.DFn, Dfd 2,558, 6,5 2,331,5,6 32663, 6, 4
P value 0,3217 0,3322 < 0,0001
P value summary ns ns FrAK
Significantly different? (P No No Yes
< 0.05)

Fonte: Da autora
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APENDICE B — Andlise estatistica da quantificacdo de PDIA3 (Software Prism 6)

Quadro 2- A: Analise estatistica da quantificacdo de PDIA1 (Software Prism 6)

Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
0,
Sou_rcc_a of & O.f tptal P value P value Significant?
Variation variation summary
Interaction 6,171 0,0695 ns No
Row Factor 7,484 0,0123 * Yes
Column Factor 56,65| < 0,0001 ok Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd)| P value
. F(2,32) = P=
Interaction 0,4963 2 0,2481 2001| 0,0695
F(1,32) = P=
Row Factor 0,6019 1 0,6019 7.038| 0,0123
F(2,32) = P<
Column Factor 4 556 2 2,278 26.64| 0,0001
Residual 2,737 32 0,08552
Number of missing values | 4|

Fonte: Da autora

Quadro 2- B: Analise estatistica da quantificacdo de PDIA1 (Software Prism 6)

Number of families 2

Number of comparisons per family 3

Alpha 0,05
Tukey‘g multiple Mean Diff, 95% CI of diff, Significant? Summary
comparisons test

Control

Caput vs. Corpus 0,3563|-0,05857 to 0,7712 No ns

Caput vs. Cauda 1,037|0,6018t0 1,472 Yes FrkK

Corpus vs. Cauda 0,6807]0,2455to0 1,116 Yes **

Immunocastrated

Caput vs. Corpus 0,5667 10,1826 to 0,9508 Yes **

Caput vs. Cauda 0,6824|0,2983 to 1,067 Yes ok

Corpus vs. Cauda 0,1157|-0,2684 to 0,4998 No ns

Fonte: Da autora
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Quadro 2- C: Anédlise estatistica da quantificacdo de PDIAL (Software Prism 6)

Test details Mean 1 | Mean 2 l\él)?;n SE of diff, | N1 | N2 q DF

Control

Caput vs. Corpus 1,037| 0,6807 0,3563 0,1688| 6 6| 2,985 32
Caput vs. Cauda 1,037 0 1,037 0,1771| 6 5| 8,282 32
Corpus vs. Cauda 0,6807 0 0,6807 0,1771 6 5| 5,436 32

Immunocastrated

Caput vs. Corpus 1,243| 0,6759 0,5667 0,1563 7 7| 5,127 32
Caput vs. Cauda 1,243| 0,5601 0,6824 0,1563| 7 7| 6,174 32
Corpus vs. Cauda 0,6759| 0,5601 0,1157 0,1563 7 7| 1,047 32

Fonte: Da autora
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Quadro 2- D: Andlise estatistica da quantificacdo de PDIAL (Software Prism 6)

Sptz ERp57 Sptz ERp57 Sptz ERpS57
Table Analyzed Caput Corpus Cauda
Column B Immunocastrated | Immunocastrated | Immunocastrated
VS. VS, VS, VS,
Column A Control Control Control
Unpaired t test
P value 0,2208 0,956 0,0373
P value summary ns ns *
Significantly different?
No No Yes
(P <0.05)
One- or two-tailed P Two-tailed Two-tailed Two-tailed
value?
t, df t=1,298 df=11 t=0,05650 df=11 t=2,401 df=10
How big is the difference?
Mean = SEM of column A 1,037 £0,1117 0,6807 +0,04984 0,0+ 0,0 N=5

N=6

N=6

Mean + SEM of column
B

1,243 +0,1109
N=7

0,6759 + 0,06601
N=7

0,5601 + 0,1944
N=7

Difference between 0.2056 + 0,1584 -0,004810 + 05601 + 0.2333
means 0,08513
95% confidence interval | -0,1430 to 0,5541 | -0,1922to 0,1825 | 0,04026 to 1,080
R squared 0,1328 0,0002901 0,3656
F test to compare variances
F,.DFn, Dfd 1,151, 6,5 2,047,6,5
P value 0,8966 0,449
P value summary ns ns
Significantly different? No No
(P < 0.05)

Fonte: Da autora
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Quadro 3- A: Analise estatistica da quantificacdo de PDIA1 (Software Prism 6)

Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
)

Sou_rcc_a of % O.f tptal P value Pvalue Significant?

Variation variation summary
Interaction 4,223| 0,2898|ns No
Groups 8,263 | 0,0317|* Yes
Epididymal -
regions 34,13| 0,0003 Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 0,2282 2 0,1141| F(2,33)=1,286 P =0,2898
Groups 0,4465 1 0,4465| F (1, 33) =5,033 P =0,0317
Epididymal 1,844 2| 09222| F(2,33)=10,39| P =0,0003
regions
Residual 2,928 33 0,08872
Number of missing values 3

Fonte: Da autora

Quadro 3- B: Analise estatistica da quantificacdo de PDIA1 (Software Prism 6)

Two-way ANOVA |Ordinary

Alpha 0,05

Source of % of total Pvalue |© value Significant?

Variation variation summary

Interaction 4,223 0,2898|ns No

Groups 8,263| 0,0317|* Yes

Epididymal regions 34,13| 0,0003 [*** Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 0,2282 2 0,1141(F (2,33) = 1,286 P =0,2898
Groups 0,4465 1 0,4465(F (1, 33) = 5,033 P =0,0317
Epididymal regions 1,844 2 0,9222|F (2, 33) = 10,39 P =0,0003
Residual 2,928 33 0,08872

Number of missing values

Fonte: Da autora
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Quadro 3- C: Andlise estatistica da quantificacdo de PDIA1 (Software Prism 6)

Number of families 2
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Sidak's multiple | Mean 95% CI of - o
comparisons test| Diff, diff, Significant? | Summary
Control
-0,1957 to
Caput vs. Corpus | 0,2368 0.6693 No ns
0,2167 to
Caput vs. Cauda 0,6492 1,082 Yes **
-0,02018 to
Corpus vs. Cauda | 0,4123 0.8448 No ns
Immunocastrated
-0,5009 to
Caput vs. Corpus | -0,1004 0.3000 No ns
-0,06357 to
Caput vs. Cauda 0,3369 07373 No ns
0,03686 to N
Corpus vs. Cauda | 0,4373 0.8377 Yes
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, |SE of diff, T I;' t DF
Control
Caput vs. Corpus | 0,6492 0,4123 0,2368 0,172\ 6| 6| 1,377| 33
Caput vs. Cauda 0,6492 0 0,6492 0,172\ 6| 6| 3,775| 33
Corpus vs. Cauda | 0,4123 0 0,4123 0,172 6| 6| 2,398| 33
Immunocastrated
Caput vs. Corpus | 0,6473 0,7477 -0,1004 0,1592| 7| 7| 0,6308| 33
Caput vs. Cauda 0,6473 0,3104 0,3369 0,1592| 7| 7| 2,116| 33
Corpus vs. Cauda | 0,7477 0,3104 0,4373 0,1592| 7| 7| 2,747| 33

Fonte: Da autora
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Table Analyzed Sptz PDILT Sptz PDILT Sptz PDILT Cauda
Caput Corpus
Column B Immunocastrated | Immunocastrated | Immunocastrated
VS. VS, VS, VS,
Column A Control Control Control
Unpaired t test
P value 0,9927 0,0687 0,0245
P value summary ns ns *
Significantly
different? (P < 0.05) No No ves
One- or two-tailed P Two-tailed Two-tailed Two-tailed
value?
t, df t=0,009341 df=11 t=2,017 df=11 t=2,605 df=11
How big is the difference?
Mean + SEM of 0,6492 + 0,1677 0,4123 + _
column A N=6| 009817 N=6 0,0+0,0N=6
Mean + SEM of 0,6473 + 0,11?3 0,7477 + 0,12?4 0.3104 + 0.1096 N=7
column B N=7 N=7
Difference between -0,001881 + 0.3354 + 0,1662 0.3104 + 0,1192
means 0,2014
0, 1 -
95% confidence -0,4451 t0 0,4413 003050t 4 hag18 10 0,5727
interval 0,7013
R squared 0,000007931 0,2701 0,3816
F test to compare variances
F.DFn, Dfd 1,694, 5, 6 1,997, 6,5
P value 0,5379 0,4649
P value summary ns ns
Significantly No NoO

different? (P < 0.05)

Fonte: Da autora



