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O Knock-out do gene que codifica a insulisina diminui a qualidade
espermatica de ratinhos
Knock-out of insulysin gene impairs sperm quality of mice
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RESUMO

A insulisina ou enzima degradadora da insulina é uma metaloprotease que cliva e inativa
a insulina e outros péptidos. Como tal, individuos que ndo possuem esta enzima ou
tém uma muta¢ao no gene que a codifica e que resulte na perda de fun¢ao, apresentam
hiperinsulinémia. Apesar de a insulisina ja ter sido descoberta hd algumas décadas, o
seu papel na reprodu¢do masculina ainda nao foi devidamente investigado. Sabendo a
importancia que a insulina tem para a fun¢do reprodutiva masculina, o objetivo deste
trabalho foi o de avaliar qual o papel da enzima que a degrada para o potencial reprodutivo
masculino. Para isso recorremos a ratinhos C57BL/6 knock-out para o gene que codifica a
insulisina e, entre outros parametros, determinou-se a qualidade espermatica e estudou-
se a morfologia testicular. Os nossos resultados revelam que os ratinhos knock-out para o
gene que codifica a insulisina apresentam baixa qualidade espermatica que estd associada
a altera¢des morfolodgicas testiculares.

Palavras-Chave: Enzima degradadora da insulina, insulisina, espermatozoides,
infertilidade masculina

ABSTRACT
Insulysin or insulin degrading enzyme is a metalloprotease that cleaves and inactivates
insulin and other peptides. Thus, individuals who do not have this enzyme or have a
loss of function due to mutation in the gene that codifies it, show hyperinsulinemia.
Although insulysin is known for several decades, its role on male fertility remains to be
unveiled. Knowing the importance of insulin to male reproductive function, the main
goal of this work was to evaluate the role of insulysin on male reproductive potential,
namely on sperm parameters. For that, we used knock-out C57BL/6 mice for the gene
that codifies insulysin and we evaluated sperm quality and testicular morphology, among
other parameters. Our results show that knock-out mice for insulysin has decreased sperm
quality that is associated with modifications in testicular morphology.
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INTRODUCAO

A insulisina, também conhecida como
enzima degradadora da insulina, é uma
metaloprotease conhecida por clivar
e inativar varios péptidos, incluindo
a insulina'. Esta enzima é expressa
em todos os tecidos e, dentro da
célula, pode ser encontrada no citosol,
em peroxissomas, endossomas e na
membrana celular’. No entanto, a sua
expressao pode ser regulada de diversas
formas, nomeadamente através do stress
celular, niveis de glucagon e &cidos
gordos. Ao clivar e inativar a insulina,
a insulisina inibe a sua translocacao e
acumulacdo no nucleo da célula®. Assim,
a insulisina é um interveniente crucial
na regulagao dos niveis de insulina. Para
além disso, mutagdes com perda de
funcao no gene que codifica a insulisina
causam hiperinsulinémia, uma das
caracteristicas da prediabetes®. De facto,
osinibidores dainsulisina témvindoaser
propostos como possiveis tratamentos
para esta desordem metabodlica quando
j4 ocorre insulinopénia. E amplamente
conhecido que a diabetes mellitus tipo
2 tem efeitos sistémicos negativos em
que um dos mais evidentes é o sistema
reprodutor, onde a insulina tem um
papel crucial. A desregulacdo dos niveis
de insulina tem um elevado impacto na
fertilidade masculina através da alteracao
da producao de lactato e acetato pelas
células de Sertoli, as células responsaveis
pelo suporte fisico e nutricional das
células germinativas®®. Estes dois
metabolitos sdo fundamentais para o
normal decorrer da espermatogénese,
uma vez que o primeiro € o substrato
energético preferencial das células
germinativas e o segundo é crucial para
a formacao e remodelacido membranar,
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essencial para a constante divisao das
células germinativas. Sendo assim, e
apesar do papel dainsulinanareprodugao
masculinaserbastante conhecido, o papel
da insulisina permanece completamente
desconhecido. Tendo em conta que a
insulina medeia processos metabdlicos
essenciais para espermatogénese, foi
colocada a hipétese que o funcionamento
da insulisina poderia estar relacionado
com a qualidade espermatica.

OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi
elucidar qual o papel da insulisina no
potencial reprodutivo masculino.

MATERIAL E METODOS

De maneira a esclarecer a hipdtese de
trabalho, recorremos a doze ratinhos
C57BL/6 (entre 17 a 34 semanas) que
foram divididos em 3 grupos (n=4,
cada), sendo estes definidos conforme o
gendtipo: controlo (WT), heterozigdticos
(+/-) e knock-out (KO) para o gene
que codifica a insulisina. O testiculo
esquerdo de cada animal foi retirado para
posterior processamento histolégico. Os
espermatozoides foram recolhidos da
cauda do epididimo e foram avaliados
diversos parametros espermaticos como
anteriormente descrito’. Para além
disso, através da avaliagdo microscopica
do tecido testicular, foi possivel avaliar
a sua histologia e verificar o didmetro
dos tubulos seminiferos. Foram ainda
determinados os niveis de peroxida¢ao
lipidica do tecido testicular através da
técnica de slot-blot e foi estudada a
expressao de genes relacionados com
a biogénese mitocondrial através de
reacdo em cadeia de polimeriza¢do em
tempo real.



RESULTADOS E CONCLUSOES

Os ratinhos do grupo KO tiveram
uma diminui¢do na percentagem de
espermatozoides  com  morfologia
normal (41,0 = 4,0 %) enquanto os
animais do grupo +/- apresentaram
um aumento (69,0 = 5,1 %), quando
comparados com o grupo WT (55,5 =
3,2 %) (Gréafico 1).
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também as células somaticas, nomeada-
mente as células de Leydig e as células
de Sertoli. Estas ultimas sdo as células
somaticas testiculares que se encontram
dentro do tubulo seminifero e que forne-
cem um suporte tanto fisico como nutri-
cional as células germinativas, sendo por
isso essenciais para o normal decorrer
da espermatogénese>!®!!, Na avaliacdo

Cauda Normais

Grafico 1. Espermatozoides normais ou com defeitos morfoldgicos.
P<0.05: *relativo ao WT;, #relativo ao +/-.

Sendo as anomalias morfolégicas dos
espermatozoides indicadoras de proble-
mas ao nivel da produgio ou matu-
racio dos mesmos®, o que leva a uma
diminuicio do potencial reprodutivo’,
avaliamos a histologia do tecido testicu-
lar. Através desta, é possivel obser-
var a linha germinativa, desde a esper-
matogonia até ao espermatozoide, mas

histolédgica, foi possivel observar uma
diminui¢ao de aproximadamente 15 %
no didmetro dos tubulos seminiferos
no grupo KO comparativamente ao gru-
po WT (Figura 1), podendo este resul-
tado estar relacionado com aumento
de danos celulares no tecido testicular,
mais especificamente nas células que se
encontram dentro do tabulo seminifero.
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Fig.1 Morfologia dos tubulos seminiferos. Painel A — Controlo; Painel B — Knockout.

Escala: 50 um.

Grande parte dos danos normalmente
verificados, tanto no tecido testicular
comonamorfologiadosespermatozoides,
estao associados a um aumento do stress
oxidativo9, provocado pelo aumento
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das espécies reativas de oxigénio. Sendo
que a mitocondria é a maior fonte
de espécies reativas de oxigénio na
célula'®!?, avaliamos alguns parametros
relacionados com a mesma. De facto,
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Grafico 2. Expressao de genes relacionados com a biogénese mitocondrial.

P<0.05: * — relativo ao WT.

118



detetamos um aumento na peroxidagao
lipidica do tecido testicular nos ratinhos
KO, o que indica um aumento dos danos
oxidativos. No entanto, ao avaliar a
expressdao de genes relacionados com a
biogénese mitocondrial, o processo que
leva a célula a aumentar o numero e a
massa mitocondrial'®, nio observamos
qualquer alteracdo (Grafico 2). Estes
resultados demonstram que os ratinhos
knock-out para o gene que codifica a
insulisina apresentam uma qualidade
espermatica diminuida, associada a
alteracdbes morfoldgicas testiculares,
mas aparentemente independente da
mitocondria. No entanto, podemos
afirmar que a insulisina tem um papel
importante no potencial reprodutivo
masculino apesar de serem precisos
mais estudos para perceber que via esta
a ser afetada por esta enzima.
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