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RESUMO

Objetivou-se com este estudo realizar o isolamento e identificacdo das proteinas da matriz
nuclear espermatica de um reprodutor suino. Foi utilizado sémen de suino pré-diluido
resfriado, obtido de um reprodutor aparentemente saudavel, com testes de morfologia e de
condensagdo de cromatina normais, da linha comercial landrace X large White X pietran, com
22 semanas de idade, utilizado normalmente em uma central de inseminacdo artificial de
suinos localizada em Uberlandia, Minas Gerais. O sémen foi processado para separacdo das
cabecas dos espermatozoides, extracdo da cromatina e matriz nuclear, quantificacdo de
proteinas e analise por espectrometria de massas (Aparelho LTQ-Orbitrap Elite). A familia de
proteinas mais abundantes correspondeu as ribossomais (18%), seguida pelas néo
caracterizadas (15,6%), citoesqueleto (11,4%), histonas (3,8%), subunidades proteossomais
(2,8%) e heat shock (1,9%). As outras proteinas foram agrupadas em “outras familias” e
corresponderam a 46,5% do total de proteinas descritas. Foram identificadas 211 proteinas
diferentes na amostra, e destas 149 (70,7%) foram previamente descritas como presentes no
nicleo espermatico ou somatico de outras espécies, 29 (13,7%) ndo tém presenca nuclear
previamente descrita e 33 (15,6%) foram ndo caracterizadas. A protamina 2 foi identificada
pela primeira vez na espécie suina, no entanto a protamina 1 ndo foi descrita. Conclui-se que
o isolamento das proteinas da matriz nuclear de espermatozoides suino foi satisfatorio,
demonstrando que o protocolo utilizado foi eficiente. Algumas familias de proteinas foram
identificadas e descritas. Contudo ndo foi possivel identificar algumas estruturas proteicas.
Desta forma este estudo vem contribuir com um catalogo de estruturas proteicas que podem

ser uteis em futuros estudos protedmicos.

Palavras-chave: Epigenética; Espermatozoide; Nucleo; Sus scrofa.



ABSTRACT

The objective of this study was to perform the isolation and identification of proteins
of sperm nuclear matrix of a pig breeder. It was used pre-chilled diluted boar semen obtained
from an apparently healthy breeder boar, with normal morphology and chromatin
condensation tests, from a commercial line landrace X large white X pietran, with 22 weeks
of age, usually used in an artificial insemination central, located in Uberlandia, Minas Gerais.
The semen was processed to separate the sperm heads, extraction of chromatin and nuclear
matrix, protein quantification and analysis by mass spectrometry (Equipment LTQ-Orbitrap
Elite). The most abundant family corresponded of ribosomal proteins (18%), followed by
uncharacterized (15,6%), cytoskeleton (11,4%), histones (3,8%), proteasome subunits (2,8% )
and heat shock (1,9%). The other proteins were grouped into “other families” and
corresponded to 46,5% of total proteins described. Were identified 211 different proteins in
the sample and 149 of these (70,7%) have been described previously as present in the somatic
or sperm nucleus of other species, 29 (13,7%) did not have nuclear presence previously
described and 33 (15,6%) have not been characterized. Protamine 2 was first identified in
swine, however protamine 1 has not been described. It follows that the proteins isolation of
the nuclear matrix of swine spermatozoid was satisfactory, showing that the protocol used
was efficient. Some protein families have been identified and described. However it was not
possible to identify some protein structures. Therefore this study contributes to a catalog of

protein structures that may be useful in future proteomics studies.

Key-words: Epigenetic; Spermatozoid; Nucleus; Sus scrofa.
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1. INTRODUCAO

Os espermatozoides sdo células altamente especializadas e condutoras
metabolicamente funcionais do genoma masculino (Beletti, 2013). Durante a
espermiogénese e maturacdo epididimal em mamiferos, a estrutura da cromatina
espermatica sofre substituicdo de histonas nucleares por proteinas de transicdo e
protaminas, levando a uma cromatina altamente condensada, a qual é resistente as
agressdes oxidativas (Fraser e Strzezek, 2007). As protaminas possuem cargas
altamente positivas, formando complexos toroidais firmes, organizando de 85-95% do
DNA, enquanto que 5-15% da cromatina espermatica permanece associada na forma de
nucleossomos, como relatado por De Mateo et al. (2011) e Oliva e Ballescé (2012) em
humanos.

Fraser e Strzezek (2007) relataram que a estabilizacdo da estrutura da cromatina
espermatica é reforcada pela presenca de componentes do plasma seminal, como os ions
de zinco livre e proteinas de ligacdo ao zinco. Segundos estes mesmos autores a
integridade da estrutura da cromatina de espermatozoides é um fator importante para a
fecundacdo e desenvolvimento embrionéario, e pode ser afetada por varios fatores,
incluindo temperatura e tipo de armazenamento do sémen em animais.

E bem conhecido que os ndcleos de células espermaticas tem a funcdo de
fornecer uma sequéncia de DNA gendmico paterno intacta para o ovécito e que as
alteracdes na integridade do DNA sdo uma das causas de infertilidade humana,
principalmente quando relacionada ao macho, levando a perda da gestacdo. Porém,
pouca atencdo tem sido dedicada as proteinas associadas ao ndcleo de espermatozoides,
apesar da sua importancia na determinacdo da estrutura e funcdo da cromatina
espermatica (De Mateo et al., 2011).

Oliva et al. (2009) identificaram estruturas proteicas nos nucleos dos
espermatozoides maduros de humanos, e demonstraram a presenca de fatores de
transcricdo, proteinas de ligacdo de DNA e proteinas envolvidas no metabolismo da
cromatina, em células que em teoria séo transcricionalmente inativas. Mais notavel foi a
presenca de enzimas de transcri¢do, tais como histona-acetiltransferase e desacetilase,
histona-etiltransferase, DNA-metiltransferase, topoisomerase, helicase, fatores de
transcricdo, dedos de zinco, proteinas homeobox, proteinas cromodominios, proteinas
centrosomais, e telomerase. Os mesmo autores levantam uma questdo interessante:

esses fatores de transcricdo e proteinas recém identificadas nos nuacleos dos
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espermatozoides sdo remanescentes do processo de espermatogénese ou estdo marcando
algumas regides do genoma paterno e tém uma base epigenética?

Uma das primeiras indicacbes de que algumas proteinas nucleares de
espermatozoides poderiam ser cruciais para o desenvolvimento do embrido, foi a
descoberta de que, em seres humanos e na maioria dos mamiferos (com a excegdo do
rato) o centrossoma é herdado do pai (Oliva et al., 2009). Estes mesmos autores
demonstraram que RNA's de espermatozoides sdo transferidos para os 6vulos,
reforcando a ideia de que para o desenvolvimento embrionario é necessario mais do que
0 DNA espermatico. Desta forma as informacdes do estudo da protedbmica serdo muito
valiosa no contexto da informacdo genética, genémica, transcriptdbmica e metabolémica
(Oliva e Castillo, 2011).

Na Medicina Veterinaria, o principal método de diagnostico de fertilidade do
macho na rotina clinica é o espermograma, um procedimento classico que avalia vigor,
motilidade, concentracdo e morfologia espermaética. Contudo, esses parametros nao tém
sido suficientes, uma vez que ndo analisam as estruturas internas da célula espermatica,
sobretudo, a cromatina (DNA e proteinas especificas), que podem melhor predizer a
funcdo dos espermatozoides, como: habilidade de fecundacdo e desenvolvimento
embrionério (Beletti et al., 2004).

Gerar um catalogo de proteinas nucleares de espermatozoides € um importante
passo para o esclarecimento da funcéo da cromatina paterna transmitida ao ovocito ap6s
a fertilizacéo.

Os catalogos de proteinas identificadas no nlcleo de espermatozoides humanos
podem ser consultados (De Mateo et al., 2011). Assim este estudo se justifica pelo
aspecto tedrico e pratico na contribuicdo das informac6es proteémicas nucleares para a

espécie suina.

2. A formacéao e a maturacao do espermatozoide

A espermatogénese é o processo de formacdo dos espermatozoides, sendo
dividida em duas fases: espermatocitogénese e espermiogénese, onde ocorre a
transformacdo de uma espermatogoénia dipldéide em um espermatozoide hapléide com
um nucleo condensado, um acrossoma e um flagelo (Senger, 1999).

A espermatocitogénese consiste de divisbes mitdticas e meidticas das

espermatogbnias e a subsequente manutencdo das mesmas (Senger, 1999). As
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espermatogonias replicam e se diferenciam em espermatdcitos priméarios que sofrem
recombinacdo genética para dar origem a espermétides haploides. As espermaétides
entdo passam por um processo de diferenciacdo chamado espermiogénese onde ocorre
uma importante remodelacdo celular, epigenética e cromatinica. Os nucleossomas sdo
desmontados e as histonas sdo removidas e substituidas pelas protaminas (Figura 1),
formando firmes complexos toroidais, organizando 85-95% do DNA espermatico
humano (Oliva e Castillo, 2011).

Histona nuclear

Ac Ac

Ac
Ac

’

Ac P Ac

Hiperacetilagdo de histonas

Ac JAc

Ac Spc
Acg Ac

Ac AC Ac A ¢ Ac A c
Ac Fatores remodeladores
.......... Proteinas de transicdo

...~ Ligacao das protaminas

Nucleoprotaminas

Marcadores epigenéticos

Figura 1: Esquema de substituicdo de histonas por protaminas no nicleo espermatico.
Em azul encontra-se 0 DNA e em vermelho as proteinas associadas (modificado de Oliva et al.,
2009).

Na célula a maior parte do citoplasma é removida e um grande flagelo e a
vesicula acrossomal sdo montados. Na sequéncia 0s espermatozoides sofrem um
processo de maturacdo por meio de passagem pelo epididimo, onde a cromatina € mais

compactada pela formacdo de pontes de dissulfeto e pontes de zinco entre as
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protaminas, e tem-se a aquisicdo de membranas e diferentes funcionalidades celulares
(Oliva e Castillo, 2011).

Ja no trato feminino o espermatozoide sofre um processo que envolve muitas
mudancas bioquimicas e fisiologicas, como reacdo acrossomal e hipermotildiade antes
de penetrar 0 ovdcito. Uma vez no ovécito, o pré-nicleo masculino sofre mais um
processo de remodelacdo da cromatina, onde a estrutura nucleoprotamina é desmontada

e uma nova estrutura nucleossomal e cromatinica é montada (Oliva e Castillo, 2011).

3. Estrutura e proteinas da cromatina nuclear

Segundo Zhao (2001) as mudancas morfoldgicas do nucleo se devem as
mudangas na organizacdo da cromatina espermatica, onde histonas sdo removidas do
DNA das espermatides e substituidas por proteinas de transicdo, que por sua vez sao
substituidas por protaminas, que sdo as proteinas finais responsaveis pela condensacéo e
estabilizagcdo da cromatina. As protaminas interagem com o DNA formando estruturas
toroidais (também conhecidas como “Doughnuts™) que variam de 50-100nm, que sdo
um enovelamento do DNA em torno das protaminas (Allen, 1993). Cada tordide contem
em torno de 50kb de DNA. Ao final da espermiogénese pode haver mais de 50.000
estruturas toroidais empacotadas no nucleo espermético (Balhorn et al., 2000).

Em contraste com as proteinas de cromatina somatica (histonas), as proteinas
associadas com o DNA na cromatina espermatica (SNBP) apresentam uma maior
heterogeneidade de composi¢do, sendo classificadas em trés tipos principais: histona
(H-tipo), a protamina (P-tipo), e semelhante a protamina (PL-tipo) (Eirin-L6opez e
Ausio, 2009).

O H-tipo engloba proteinas cromossdmicas que sdo em termos de composicdo e
estrutura muito semelhantes ao das histonas que se encontram nos tecidos somaticos.
Histonas somaticas podem ser classificadas em nucleares (H2A, H2B, H3, H4) e
ligantes (H1/H5) (Eirin-Lopez e Ausio, 2009). Os mesmos autores relataram que o P-
tipo engloba um grupo de proteinas pequenas, heterogéneas, ricas em arginina (Arg >
30% mol/mol), e podem conter cisteina, um aminoacido ndo normalmente encontrado
em outras proteinas cromossomicas. O PL-tipo representa um grupo estrutural e
funcionalmente intermediario entre o H-tipo e P-tipo que sdo relacionados a histona H1.

Oliva e Ballesca (2012) relataram que a distribuicdo de genes em regiGes

genbmicas organizadas pela protamina e por histonas ndo é aleatoria. As regifes de base



16

associadas com nucleohistonas estdo ligadas a regides reguladoras de genes, e sdo
significativamente enriquecidas por genes importantes para o desenvolvimento, como
genes impressos, microRNAs , genes Hox , promotores e genes de transcricdo e de
fatores de sinalizacdo. Os mesmos autores mostraram tambem que as modificacdes das
histonas (H3K4me2, H3K27me3) sdo atingidas em certo loci associadas com genes de
desenvolvimento, e 0s promotores associados com estes genes sd@o hipometilados no
espermatozoide, mas sdo metilados durante a maturacao.

Em adicdo a esses marcadores, determinados pela distribuicdo diferencial de
genes nos dominios associados a nucleohistonas e nucleoprotaminas, outros tipos de
informac&o epigenética sdo potencialmente transmitidos pelo nlcleo do espermatozoide
ao ovécito, como a metilacdo do DNA. Outra fonte potencial de informacao epigenética
pode ser a presenca de outras proteinas no ndcleo do espermatozoide, além de histonas e
protaminas (Oliva e Ballescd, 2012).

De Mateo et al. (2011) isolaram nucleos de espermatozoides humanos e
extrairam as proteinas e aplicaram a espectometria de massas para identificar 403
proteinas diferentes. As proteinas foram agrupadas de acordo com as partes subcelulares
mais abundantes: nucleo, citoplasma, citoesqueleto e suas combinacdes. As familias
mais abundantes de proteinas foram histonas, seguidas pelas ribossomais, subunidades
do proteassoma, desconhecidas ou previstas, citoqueratinas, tubilinas, spanx, hsp e

tectinas.

4. Epigenética

Epigenética sdo variacdes ndo genéticas, sendo definida como modificacbes da
expressao génica, que sdo herdadas pelas proximas geracdes, sem alterar a sequéncia do
DNA (Fantappiée, 2013). O mesmo autor também relatou que por muito tempo
considerou-se que 0s genes eram 0s UNiCOS responsaveis por passar as caracteristicas
bioldgicas de uma geracdo a outra, mas ja se sabe que variagdes adquiridas durante a
vida de um organismo podem, com frequéncia, serem passadas aos seus descendentes
sem alteracdo do DNA. Ainda segundo Fantappié (2013) a heranca epigenética depende
de pequenas mudancas quimicas no DNA e em proteinas que o envolvem. Existem
evidéncias cientificas mostrando que até mesmo os habitos de vida e 0 ambiente social

em gue uma pessoa esta inserida podem modificar o funcionamento de seus genes
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O termo epigenética compreende diversos mecanismos que participam da
regulacdo de expressdo génica, tais como metilacdo de DNA, modificacdes pods-
traducionais em histonas, RNA ndo codificadores. Um fato que desperta muito interesse
na comunidade cientifica € que 0s processos epigenéticos sao potencialmente
reversiveis, diferente de alteracBes genéticas, podendo ser passiveis de tratamento (Silva
e Jasiulionis, 2014).

5. O papel das proteinas cromatinicas

As SNBP foram consideradas por muitos anos um grupo de proteinas basicas de
pouco interesse, com funcdo estrutural na condensacdo do DNA nas células
germinativas masculinas. Todavia existem evidéncias que sugerem que estas proteinas
também participam de funcbes importantes relacionadas a fertilidade do macho (Eirin-
Lopez e Ausio, 2009).

Pouca atencdo tem sido dedicada até agora para as proteinas associadas ao
nacleo de espermatozoides, apesar da sua importancia na determinacdo da estrutura e
funcdo da cromatina espermatica (De Mateo et al., 2011). J& se sabe que o nucleo do
espermatozoide transporta um conjunto de informacdes epigenéticas, que podem ser
transferidas para o ovocito e determinar muitos aspectos do desenvolvimento
embrionario precoce (Oliva et. al., 2009).

Oliva et al. (2009) relataram que variantes de histonas de ndcleos espermaticos
humanos contribuem para a formacdo da cromatina zig6tica. Os mesmos autores
também relataram haver evidéncias de que as alteracdes em algumas das proteinas
presentes nos espermatozoides podem estar relacionadas com o desenvolvimento
embrionario subsequente. Um exemplo é a presenca de protamina anormal
complementar em alguns homens inférteis, que se correlacionou com resultados
indesejados de reproducdo assistida. Estes autores supramencionados mostraram que
quebras mediadas por topoisomerase Il em espermatozoides podem causar a degradagédo
especifica de DNA paterno em ovacitos fertilizados.

Acredita-se que mudancas na arquitetura da cromatina espermatica, que é
altamente organizada, influenciam a iniciacédo e regulacéo da expressdo génica paternal
em embrides na fase inicial. O dano na cromatina espermatica é associado com uma
descondensacdo anormal, e um longo intervalo até a iniciacdo da formacdo do pro-

nacleo apos fertilizagcdo. Esta hipOtese pode ser sugerida uma vez que leves
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modificacOes das proteinas nucleares espermaticas por tratamento com dithiothreitol, na
presenca de um detergente idnico, impossibilitou o nlcleo espermético de participar da
embriogénese, reforcando a ideia de que modificacbes nos componentes proteicos sdo

responsaveis por falhas na formacéo do zigoto (Ward, 2010).

6. ProtedOmica

"O proteoma de um individuo é definido pela soma e a dinamica de tempo de
todas as proteinas que ocorrem durante o tempo de vida desse individuo" (Jungblunt et.
al., 2008). Esta definicdo inclui a expressdo protéica, suas isoformas e suas
modificacbes pds-traducionais (Gilany et al., 2011).

A protedmica visa estudar as proteinas totais expressas em qualquer sistema
biolégico, ora pela concentracdo, quantidade, atividade, estrutura, estado de pds-
traducdo ora pela modificacdo, além da interacdo umas com as outras em redes ou
complexos (Wrighta et al., 2012).

O estudo dos pardmetros convencionais de espermatozoides como o
espermograma, pode ser de utilidade clinica limitada, porém o estudo proteébmico
relacionado a estas células pode oferecer grande potencial para o desenvolvimento de
novos marcadores de funcao espermatica (Oliva et al., 2009).

Sharma et al. (2013) relatou que avancos nas analises de espectrometria de
massas de moléculas presentes nas células espermaticas ampliaram o conhecimento e
ajudaram na identificacdo de proteinas fundamentais. Segundo os mesmos autores
estudos tem relatado a presenca de proteinas em espermatozoides humanos por meio da
implementacdo de técnicas protedmicas, tais como eletroforese em gel de
poliacrilamina, a cromatografia liquida em conjunto com espectrometria de massas (LC-
MS/MS), matriz assistida de dessorcao a laser e de ionizagdo em tempo de fuga em
conjunto com espectrometria de massas (MALDI-TOF-MS/MS), e a eletroforese bi-

dimensional.

7-OBJETIVO
Objetivou-se com este estudo realizar o isolamento e a identificagéo de proteinas

da matriz nuclear espermatica suina.
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ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DA MATRIZ NUCLEAR
ESPERMATICA SUINA

RESUMO

Objetivou-se com este estudo realizar uma andlise protedbmica da matriz nuclear
espermatica da espécie suina. Foi utilizado sémen de suino pre-diluido resfriado, obtido
de um reprodutor com testes de morfologia e de condensacdo de cromatina normais, da
linha comercial landrace X large White X pietran, com 22 semanas de idade, utilizado
normalmente em uma central de inseminacdo artificial de suinos localizada em
Uberlandia, Minas Gerais. O sémen foi processado para separacdo das cabecas dos
espermatozoides, extracdo da cromatina e matriz nuclear, quantificacdo de proteinas e
analise por espectrometria de massas em aparelho LTQ-Orbitap elite. Foram
identificadas 211 proteinas diferentes na amostra, e destas 149 (70,7%) foram
previamente descritas como presentes no nicleo espermatico ou somaético de outras
espeécies, 29 (13,7%) ndo tém presenca nuclear previamente descrita e 33 (15,6%) nédo
caracterizadas. A familia de proteinas mais abundante correspondeu as ribossomais
(18%, 38 de 211), seguida pelas ndo caracterizadas (15,6%, 33 de 211), citoesqueleto
(11,4%, 24 de 211), histonas (3,8%, 8 de 211), subunidades proteossomais (2,8%, 6 de
211) e heat shock (1,9%, 4 de 211). As outras proteinas foram agrupadas em “outras
familias”, e corresponderam a 46,5% do total (98 de 211). Foi descrito que muitas
dessas proteinas desempenham papéis essenciais na maturacao da célula espermatica e
desenvolvimento embrionario. Futuros estudos de variagfes protedbmicas entre animais
férteis e sub-férteis podem elucidar questdes ainda obscuras no campo da reproducéo e
melhoramento animal. Pode-se concluir que o método utilizado para isolamento e
identificacdo de proteinas da matriz nuclear espermaética de suino foi eficiente, visto que
diversas estruturas proteicas foram identificadas e descritas. Entretanto, ndo foi possivel

identificar ao menos uma proteina, a protamina 1.

Palavras-chave: Epigenética; Proteoma; Cromatina; Sus scrofa.
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ABSTRACT

This study aimed to perform a proteomic analysis of sperm nuclear matrix of
swine. It was used pre-chilled diluted boar semen obtained from an apparently healthy
breeder boar, with normal morphology and chromatin condensation tests, from a
commercial line landrace X large white X pietran, with 22 weeks of age, usually used in
an artificial insemination central, located in Uberlandia, Minas Gerais. The semen was
processed to separate the sperm heads, extraction of chromatin and nuclear matrix,
protein quantification and analysis by mass spectrometry (Equipment LTQ-Orbitrap
Elite). Were identified 211 different proteins in the sample and 149 of these (70,7%)
have been described previously as present in the somatic or sperm nucleus of other
species, 29 (13,7%) did not have nuclear presence previously described and 33 (15,6%)
have not been characterized The most abundant family of proteins corresponded to
ribosomal (18%, 38 of 211), followed by uncharacterized (15,6%, 33 of 211),
cytoskeleton (11,4%, 24 of 211), histones (3,8%, 8 of 211), proteasome subunits (2,8%,
6 of 211) and heat shock (1,9%, 4 of 211). The other proteins were clustered in “other
families”, and accounted for 46,5% of the total (98 of 211). It was reported that many of
these proteins play key roles in the maturation of sperm cells and embryonic
development. Future studies of proteomic variations between fertile and sub-fertile
animals can elucidate even obscure questions in the area of reproduction and animal
breeding. It can be concluded that the method used for isolation and identification of pig
sperm nuclear matrix proteins was efficient, since different protein structures have been
identified and described. However, it was not possible to identify at least one protein,

protamine 1.

Key-words: Epigenetic; Proteome; Chromatin; Sus scrofa.
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INTRODUCAO

H& muito tempo se pensava que a Unica funcdo da célula espermatica era
transmitir o DNA gendmico paterno para a proxima geracdo. Esta ideia comecou a
mudar com a descoberta de imprintings sexo-especificos de genes mediados pelas
diferencas de metilacdo do DNA (definido durante gametogénese) e epigeneticamente
transmitido para a proxima geracao (Oliva e Ballesca, 2012).

Yamauchi et al. (2011) relatou que a condensacdao do DNA espermatico por
protaminas deixa apenas uma pequena fracdo do genoma no espermatozoide que se
mantém acessivel para as proteinas de ligacdo de DNA, que sdo necessarias para ativar
a replicacdo do DNA, e a transcricdo de genes. Estes podem ser, de fato, os locais mais
importantes para o inicio da funcdo genémica paterna no embrido inicial. Segundo os
mesmos autores estes sitios ativos da cromatina espermatica nos toroides de protamina
podem conter informacGes importantes para 0 embrido em desenvolvimento, chamadas
de informac®es epigenéticas.

Segundo Wrighta et al. (2012) o emprego isolado de informacGes gendmicas e
transcriptobmicas pode ser insuficiente para entender por completo um organismo
complexo (protedmica e transcriptdmica podem ser discordantes, e a relacdo DNA-
RNA pode ndo ser totalmente correlacionada) e as medicdes de outros niveis do
metabolismo devem também ser obtidas, como o estudo de proteinas. Segundo estes
mesmos autores e investigacdo em grande escala de proteinas em organismos
(complemento proteoma-proteina expresso por um "genoma') é igualmente importante,
uma vez que fornece informacgOes sobre os reais fatores (enzimas) do processo
metabdlico. No entanto, ao contrario de outras areas, como gendmica e transcriptdmica,
a protedmica e suas atuais técnicas e estratégias ainda estdo em pleno desenvolvimento.

Os projetos de protedmica relacionados aos estudos de proteinas nucleares em
espermatozoides tém possibilitado a criacdo de catdlogos. No entanto, apenas
subconjuntos menores das proteinas identificadas sdo proteinas nucleares (De Mateo et
al., 2011). Objetivou-se com este estudo realizar uma andlise proteémica (isolamento e
identificacdo de proteinas) da matriz nuclear espermatica suina, com o intuito de

contribuir com um banco de dados de proteinas nucleares de espermatozoides suinos.
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MATERIAL E METODOS

Amostra de sémen e processamento

Foi utilizado sémen de suino pré-diluido resfriado, fornecido por uma central de
inseminacao artificial de suinos localizada em Uberlandia, Minas Gerais. O reprodutor
utilizado foi da linhagem comercial landrace X large white X Pietran, com 22 semanas
de idade e aparentemente saudavel.

A partir dos testes de rotina pelo sistema CASA (Analise Computadorizada de
Espermatozoides), o animal apresentou sémen com motilidade de 93,43 % e motilidade
progressiva de 84,11 %. Os defeitos morfologicos, sem considerar gota citoplasmatica
distal, foram de 2,5 %.

As andlises pelo CASA foram realizadas na propria central de inseminacéo.
Com excecdo da andlise de espectometria de massas, que foi realizada no Laboratério
Veritas Life Sciences, localizado em Ribeirdo Preto, S0 Paulo, todos os outros
procedimentos foram realizados no Laboratério de Histologia e Embriologia, do
Instituto de Ciéncias Biomeédicas da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia,

Mians Gerais.

Anédlise de alteracbes cromatinicas de esfregaco do sémen corado com azul
de toluidina

O sémen foi avaliado pela técnica de azul de toluidina para verificar se o
reprodutor em questdo apresentava espermatozoides normais com relacdo a compactacéo da
cromatina e morfologia da cabeca espermatica.

A amostra de sémen suino foi fixada utilizando formol citrato (2 gotas de
sémen para 1 mL de formol citrato). Uma gota da amostra foi fixada em dois esfregacos
sendo posteriormente secos ao ar em temperatura ambiente. Estes esfregacos passaram
por hidrélise acida em acido cloridrico 4N por 20 minutos e lavados em agua destilada.
Ap0s secagem, os esfregacgos foram corados com uma gota de azul de toluidina 0,025%,
pH 4,0 em tampdo acido citrico-fosfato (tampdo Mcllvaine) sobre a lamina, com
posterior colocagdo de laminula sobre a mesma, sem a retirada do corante. Passados trés
minutos foram capturadas 50 imagens digitais em tons de cinza de cada lamina, usando-
se microscopio optico Leica DM500, acoplado a cdmera Leica ICC50, com objetiva de
100x (imersdo). As imagens digitais foram usadas para segmentar por limiarizacdo

(thresholding) 100 cabegas de espermatozoides de cada lamina.
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A amostra foi analisada por rotinas desenvolvidas em ambiente SCILAB para se
obter a média e desvio padrdo dos valores de pixel dentro das cabecas de cada imagem.
Para se ter uma referéncia da coloracdo normal da cabeca do espermatozoide, foram
selecionadas automaticamente seis cabecas de espermatozoides em cada esfregaco,
sendo elas as de coloragdo mais homogénea e mais claras, ou seja, as de cromatina mais
homogeneamente e intensamente compactada. A média dos valores de pixel destas
cabecas foi considerada como o valor de referéncia da coloragdo normal dos
espermatozoides (cabecas padrbes). Depois, para cada imagem, as diferencas entre 0s
valores de média de cabecas padrodes e valores de média de cada cabeca analisada foram
determinadas. Esta diferenca foi transformada em porcentagem (% de descompactacéo)
do valor da média das cabecas padrbes. O coeficiente de variacdo (heterogeneidade %)
dos niveis de cinza também foi calculado (Beletti et al., 2005).

A avaliacdo morfométrica da area, perimetro, largura, comprimento, razédo
largura:comprimento, elipsidade e fator forma de todas as cabecas foram feitas também
por rotinas desenvolvidas em ambiente SCILAB. Descritores Fourier com amplitude de
0 a2 (FO, F1, F2) foram também considerados para caracterizacdo e analise da forma. A
simetria da cabeca espermatica também foi considerada. A simetria lateral foi medida
para identificagdo de assimetria ao longo do eixo principal do espermatozoide, que pode
implicar em alteracGes nas propriedades hidrodindmicas da célula. A mensuracdo da
simetria antero-posterior foi considerada para identificacdo de assimetrias ao longo do
segundo eixo espermatico. Por meio desta medida é possivel encontrar algumas
alteracOes especificas como cabecga piriforme e pescoco estreito, entre outras. As
simetrias consideradas foram calculadas por meio do “dobramento” do objeto ao longo
do eixo maior (ou menor) e depois identificada a area de sobreposicdo entre as areas
original e dobrada (Beletti et al., 2005).

Separacao das cabecas dos espermatozoides

A metodologia para separacdo das cabecas dos espermatozoides foi modificada
de Morandi-Filho (2013). O sémen resfriado entre 2 e 8 ° celsius foi colocado em tubos
de fundo cénico de 15mL contendo 8mL de tampdo 50mM Tris-HCI 7,5pH, 1mM
EDTA. O frasco foi homogeneizado e centrifugado a 750 x g por 15 minutos a 4°C,

seguido de remocédo do sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 8 mL do mesmo
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tampé&o, homogeneizado e novamente centrifugado. Este procedimento foi repetido trés
Vezes.

Ap0s a terceira centrifugacédo, o pellet foi ressuspendido em 1,5 mL do mesmo
tampé&o. O material foi sonicado em gelo por 10 minutos com pulsos de 30 segundos e
intervalos de 5 segundos. Posteriormente o material foi centrifugado a 1000 X g por 15
minutos a 4°C, o sobrenadante descartado, e adicionado 2 mL de tampdo 50mM Tris-
HCI e Sacarose 1,1 M, 7,5pH no material.

Parte deste material foi diluido em 1:100 em &gua destilada para contagem em
camara de Neubauer, para aferir a concentracdo das cabecas na amostra, e
posteriormente a concentragdo foi corrigida para 1x10’ cabecas/mL usando-se tampéo
50mM Tris-HCI e sacarose 1,1 M, 7,5pH.

As cabecas foram isoladas das caudas usando ultracentrifugacdo a 75.600 X g
por 45 minutos a 4°C, em um gradiente que consistia de 2mL de cloreto de césio (2,82M
de Césio, 25mM de Tris-EDTA, 5mM de MgCI2 e 0,5% triton X-100) no fundo de um
tubo de 12 mL para ultra-centrifuga, sobreposto por 4mL de sacarose 2,2M e recoberto
por 2 mL de amostra em tampdo 50mM Tris-HCI e sacarose 1,1 M, 7,5pH. Apoés a
centrifugacdo o sobrenadante contendo as caudas foi retirado cuidadosamente por
pipetagem e o sedimento de fundo ressuspendido com tampé&o Tris 25mM, e lavado trés
vezes por centrifugacdo a 1000 X g por 30 minutos a 4°C em tampao Tris 25mM para se
retirar o excesso de cloreto de césio. Apds este processo foi feito um esfregaco de uma
gota da amostra, que foi seca em estufa por 15 minutos, depois corada com xilidina por
mais 15 minutos e lavada com agua destilada, para avaliar a pureza da amostra em
relacdo a auséncia de caudas. A pureza ficou em torno de 95%, segundo avaliagdo

visual em microscopia de luz por meio de contagem de 100 células em um campo.

Extracdo da cromatina e matriz nuclear

A extracdo da cromatina e matriz nucleares seguiu a metodologia adaptada de
Codrington et al. (2007). As cabecas isoladas foram resuspendidas em 500uL de
solugéo contendo 1% de Triton X-100, 50mM Tris-HCI, pH 7,5, 1ImM EDTA, e 5uL de
coquetel inibidor de protease e foram agitadas com Vortex por 10 minutos em
temperatura ambiente. Este tratamento tem fung&o de remover o acrossoma e todas as
membranas, deixa 0 nucleo condensado e ligado ao envoltério nuclear e alguns

resquicios de material perinuclear.
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As amostras foram lavadas trés vezes por centrifugacdo a 1.100 x g por 30
minutos com 1,5 mL de 50mM Tris-HCI, pH 7,5. Apés a Gltima lavagem o material foi
ressuspendido em 500 pL de tampédo de descondensacdo que consistiu de 40mM 1,4-
ditiotreitol (DTT), 0,25M (NH,)2S4, 25mM Tris-Hcl, pH 7,5, e 5uL de coquetel inibidor
de protease e permaneceu por 40 minutos em temperatura ambiente. Foi, entdo,
adicionado 4000U de desoxiribonuclease | livre de RNAse e homogeneizado por 60
minutos sob vortex em temperatura ambiente. Por fim a amostra foi congelada,

liofilizada e guardada em congelador até o processamento de espectrometria de massas.

Quantificacao de proteinas

Inicialmente, a amostra liofilizada foi ressuspendida em 100 uL de tampéo Tris-
HCI 0,1M pH 8.8 contendo uréia 8M. Para a quantificacdo de proteinas foi utilizado o
método Bradford (1976) com o reagente Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-
Rad, c6d. 500-0006, Lote L9700067 Rev J). A curva padrdo foi realizada com
diferentes diluigdes de BSA, preparada a partir de estoque adquirido comercialmente
(Protein Standard 200mg/mL, Sigma, Cdd. # P5369-10 mL Lote 110M6005). As
amostras foram distribuidas em triplicata em microplacas. A absorbancia em 595 nm foi
lida em espectrofotometro (Molecular Devices, SpectraMax Plus 384). Por meio de
dados obtidos na quantificacdo, foi estimada a concentracdo total de proteinas presentes

na amostra.

Preparacao da amostra

A preparagdo da amostra para a espectrometria de massas avangada consistiu
basicamente de 3 etapas principais: i) reducdo e alquilacdo das proteinas, ii) digestdo
enzimatica das proteinas com tripsina e iii) “clean up/desalting” das amostras. Foi
utilizado 38 uL da amostra (50 ug). Em resumo, a amostra foi submetida a reducéo das
pontes de dissulfeto das proteinas pela adicdo de DTT (ditiotreitol) na proporcéo de
1mg DTT/mg proteina e incubacdo por 2 horas em temperatura ambiente seguida da
alquilacdo pela adicdo de IA (iodoacetamida) na propor¢do 3 mg IA/mg proteina e
incubagéo por 1 hora em temperatura ambiente, no escuro. O volume da amostra foi
diluido 5 vezes em solucgéo de 0,1 M de bicarbonato de amonio pH >8,0 obtendo-se um
volume final de 500 pL. A amostra foi entdo incubada com 1 pg de tripsina

(Promega,V511A, Lote 30551310) a 37°C durante a noite. Previamente a aplicacdo da
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amostra no espectrometro de massas foi realizado o “clean-up”/ desalting” da amostra,
utilizando-se a coluna OASIS HLB Cartridge 1cc (cat. number: 186000383, Waters),
conforme descricdo do fabricante. Brevemente, a coluna foi equilibrada com solugédo
acetonitrila 5% contendo acido formico 0,1% e a eluicdo do material de interesse foi
realizada com acetonitrila 80%. A amostra foi em seguida seca em “speed vac” e

aplicada em espectrometro de massas.

Analise por espectrometria de massas

A amostra digerida conforme descrito acima, foi seca e analisada em
espectrometro de massas do tipo LTQ Orbitrap ELITE (Thermo-Finnigan) acoplado a
um sistema de cromatografia de nanoflow (LC-MS/MS). Os dados adquiridos foram
automaticamente processados pelo “Computational Proteomics Analysis System —
CPAS” (Rauch et al., 2006). Os peptideos identificados foram entdo agrupados em
proteinas, utilizando-se o algoritimo “Protein Prophet” e foi gerada uma lista de
identificacbes com taxa de erro inferior a 2,0%. Foi utilizado um banco de dados geral

de todas as espécies (UniProt, 2015).

Andlise estatistica

Foi feita analise estatistica descritiva para os dados apresentados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da cromatina por meio do método azul de toluidina avaliou 195
cabecas de espermatozoides (Figura 2). A media da &rea da cabeca (um?) foi:
43,28+4,12; perimetro da cabega (um): 21,46+1,18; largura da cabega (um): 4,20£0,22;
comprimento (um): 8,01+0,56; largura x comprimento: 0,52+0,03; elipsidade:
0,31+0,02; fator de forma: 0,91+0,03; simetria lateral: 0,97+0,01; simetria antero-
posterior: 0,95+0,01; descompactacdo da cromatina (%): 1,95+1,16 e heterogeneidade
da cromatina (%): 4,43+1,70. Estes resultados sugerem que o animal avaliado em
questdo apresentou espermatozoides normais com relagdo a compactacdo da cromatina e

morfologia da cabeca espermatica (Beletti et al., 2005).
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Figura 2. Imagem de um espermatozoide suino normal com rela¢do a compactagdo da
cromatina e morfologia da cabeca, segundo avaliagdo computacional de esfregago de sémen

corado com azul de toluidina.

A familia de proteinas mais abundante na amostra de proteinas da matriz nuclear
de espermatozoides suinos correspondeu as ribossomais (18%, 38 de 211; Figura 3),
seguida pelas ndo caracterizadas (15,6%, 33 de 211), citoesqueleto (11,4%, 24 de 211),
histonas (3,8%, 8 de 211), subunidades proteossomais (2,8%, 6 de 211) e “heat shock”
(1,9%, 4 de 211). O restante das proteinas foram agrupadas em outras familias, e
corresponderam a 46,5% do total (98 de 211). De Mateo et al. (2011) relataram, apds
anélsie protedbmica de nucleos de espermatozoides humanos, que as proteinas mais
abundantes eram da familia das histonas (9,7%), seguida pelas proteinas de
citoesqueleto (citoqueratinas, tubulinas e tektinas, somando 8,6%), ribossomais (6,7%),
subunidades proteossomais (6,2%), ndo caracterizadas (6,2%), proteinas spanx (1,7%),
heat shock (1,2%). Vale ressaltar que este Gltimo autor estudou as proteinas de todo o
nucleo espermatico humano, e esta pesquisa teve foco nas proteinas da matriz nuclear
espermatica suina. Entretanto, percebe-se a semelhanca entre as familias identificadas,
apesar de pouca semelhanca entre as propor¢des descritas.
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Subumdades
Proteossomais
2.8% Heat Shock
Histonas 1,0%

3.8%
Citoesqueleto
11.4%

Mio caracterizadas
15,6%

Qutras familias
46.5%

Ribossomais
18%

Figura 2. Distribuicdo das familias das proteinas identificadas na amostra de cromatina
espermatica suina. A familia de proteinas mais abundante correspondeu as ribossomais, seguida
pelas ndo caracterizadas, citoesqueleto, histonas, subunidades proteossomais e heat shock.

A quantificacdo de proteinas indicou a concentracdo de 1,34 mg/mL. Na anéalise
por espectrometria de massas avancada foram identificadas 211 proteinas diferentes na
amostra (Tabela 1), e destas 149 (70,7%) foram previamente descritas como presentes
no nucleo espermético ou somatico de outras espécies (UniProt, 2015), 29 (13,7%) nédo
tém presenca nuclear previamente descrita e 33 (15,6%) foram ndo caracterizadas.

A proteina LOC100626209 foi a proteina com maior numero de peptideos (209),
com quase duas vezes mais que a segunda. Esta proteina foi classificada neste estudo
em outras familias e ainda ndo havia sido descrita em nenhuma espécie, e ainda ndo se
sabe qual sua possivel acdo. Proteinas ndo caracterizadas e de alto peso molecular foram
descrita no anulus nuclear de bovinos (Lemos, 2013), podendo indicar que a proteina
LOC100626209 esteja presente nesta estrutura. A Proteina FAM71B foi a segunda
proteina com maior nimero de peptideos (106) nesta pesquisa. Essa proteina ja foi
identificada em nucleos de espermatozoides humanos e pode estar envolvida na
biogénese de RNA (van Koningsbruggen et al., 2007). A terceira proteina com mais

peptideos (89) foi identificada como calicin, também identificada em nucleos
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espermaticos humanos, é um possivel elemento do citoesqueleto na diferenciacéo
espermiogénica (Bulow et al., 1995).

Fato que chamou atencéo nesta pesquisa foi a quarta proteina com maior nimero
de peptideos encontrada (75), a protamina 2. A protamina 2 € descrita como ausente em
nacleos espermaéticos de suinos, ao passo que a protamina 1 foi ja foi identificada como
presente em diversas espécies de mamiferos, incluindo os suinos (Pirhonen et al., 1994;
Andrabi, 2007). Muito embora alguns estudos ndo tenham identificado a protamina 2
em suinos, ja foi relatado que essa proteina é transcrita e traduzida nesta espécie em
niveis baixos. Porém, uma delecdo de 8 aminoacidos removeria uma sequéncia a partir
do aminoéacido terminal da molécula, o que provavelmente teria relevancia funcional
(Maier et al., 1990).
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Tabela 1. Proteinas identificadas em isolados de cromatina nuclear espermatica de suino,
contendo massa molecular, nimero de peptideos, nome do gene associado, descri¢do e possivel
presenca nuclear. As familias estdo identificadas pelas cores nas linhas (legendas no final da
tabela, onde OF: outras familias; R: ribossomais; NC: ndo caracterizadas; C: citoesqueleto; H:
histonas; SP: subunidades proteossomais e HS: heat-shock).

Massa

NO

Molecular  peptideos Nome gene Descricéao Presenca nuclear

132205 209 LOC100626209 Né&o caracterizada NAO

62621 106 FAM71B Proteina FAM71B SIM

66818 84 CCIN Calicin SIM

11807 75 PRM2, PRM2 Protamina-2 SIM

49203 75 ACTL7A Proteina tipo-actina 7A NAO

24236 69 RAB2B Proteina Ras-relacionada Rab-2B SIM

89681 64 DPY19L2 Provavel C-mannosiltransferase SIM

49831 63 TUBB4B Tubulina 4B SIM

26688 61 RPS3 Proteina-S3 40S ribosomal SIM
Proteina ligante de F-actina,

30629 57 Capzb subunidade beta SIM

27421 54 GSTM3 Glutationa S-transferase Mu 3 SIM

41729 54 ACTRT2 Proteina relacioanda a actina T2 NAO
Glutationa peroxidase

el ) Chs Hidroperoxidase fosfolipidica S

35572 45 ENDCS Fibronectina T[po-3 dominio NAO
contendo proteina 8

29526 44 ODF1 Proteina de fibra densa isoforma 1 NAO

73174 43 CYLC1 Cilicina 1 SIM

36939 a1 Clorf56 Proteina de abertura de leitura da SIM
sequéncia 56, Cromossomo 1

198824 a1 C20rfl6 Proteilna_ de abertura de leitura da SIM
sequéncia 16, Cromossomo 2

50141 40 EEF1A Fator de alongamento 1-alfa SIM

87428 37 ODF2 Proteina de fibra densa isoforma 2 NAO

10103 36 N4o caracterizada NAO

89288 35 VCP Prgtema ATPase dg t_ransu;ao de SIM
reticulo endoplasmético

45693 35 ACTL9 Proteina tipo-actina 9 SIM

23312 34 C7orf6l ProteAma_ de abertura de leitura da SIM
sequéncia 61, Cromossomo 7

28350 32 SSC.25138 Né&o caracterizada NAO

34878 31 CAPZA3 Protel_na ligante de F-actina, SIM
subunidade alfa-3

149547 30 SPATA31D1 Proteina associada a NAO
espermatogenese 31D1

49960 29 LOC100510930 Nao caracterizada NAO

41107 27 ACTRT3 Proteina relacioanda a actina T3 SIM

OF R LUNC__Cc _JH LJsSPL_iHS
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Tabela 1. Continuacdo

Massa N°

Molecular  peptideos Nome gene Descricéo Presenca nuclear
45511 22 ACTL7B Proteina tipo-actina 7B SIM
14135 22 HIST1H2AE Histona H2A SIM
9469 22 AWN N4o caracterizada NAO
w2 mecc et
70344 21 HSPA1L Heat shock 70 kDa tipo-1 NAO
44895 21 PGK2 Fosfoglicerato quinase 2 SIM
26668 21 TPI1 Triosefosfatase isomerase SIM
30596 20 LOC100511361 N&o caracterizada NAO
wsism eeece  oemmessmenen gy
28726 20 TFAM Fator de transcrigio A NAO
13890 20 ;DISEEHZB?:N BH, Histona H2B SIM
63925 18 FAM71A Proteina FAM71A NAO
40508 17 CYLC2 Cilicina 2 SIM
16838 16 LOC100522926 N&o caracterizada NAO
42030 16 GLUL Glutamina sintetase SIM
39359 16 GAPDHS Sgéfg:sgﬁgfe%fos‘cat SIM
s @ cmeomos  ToShestaemmGle gy
35460 12 SPEM1 Z;g;mgt?;e’gat”ra‘?ao e SIM
70252 12 HSPAS Elrjo;eina reguladora de glicose 78 SIM
16987 12 HSPB9 Proteina heat shock beta-9 SIM
45773 12 FAM71D Proteina FAM71D NAO
14122 12 LOC100519930 Né&o caracterizada NAO
10960 11 HSPE1 Proteina Heat Shock 10 KDa SIM
11829 11 TXN Tioredoxina NAO
37231 11 PCBP2 Proteina ligante de Poly(rC) 2 SIM
80207 11 ACSL6 (Izic?'gse 6 cadeia-longa-acido-graxo- SIM
17695 10 RPL23A 60S proteina ribossomal L23A SIM
16832 10 LOC100517970 N&o caracterizada NAO
63479 10 KRT5 Queratina 5 SIM
11367 10 H4-1 Histona H4 SIM
14865 10 RPL23 60S proteina ribossomal L23 SIM

OF R LUNC_JC _JH EJsPL_HS
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Proteina 2 relacionada a Heat
Shock 70 Kda




Tabela 1. Continuacéo

Massa N° Presenca
Molecular  peptideos

Nome gene Descricéo nuclear




Tabela 1. Continuacdo

Massa N° Presenca
Molecular  peptideos

Nome gene Descricéo nuclear




Tabela 1. Continuacéo

Massa N° Presenca
Molecular  peptideos

Nome gene Descrigao nuclear




40

Tabela 1. Continuacdo

Massa N° - Presenca
. Nome gene Descricéo
Molecular  peptideos nuclear

47130 1 ENO3 Beta-enolase 3 SIM

Dihidrolipoilisina-reiduo
succinilltransferase componente de

e 1 kst complexo 2-oxoglutarato St
desidrogenase
87445 1 PHTF1 E:rgsﬁgggninio Putativo fator de SIM
8550 1 CHTOP Marcador cromatinico Protamina 1 SIM
14099 1 RPL31 60s proteina ribossomal 31 SIM
94733 1 MATR3 Matrin 3 SIM
36135 1 ELAVL1 ELAV tipo 1 SIM
27206 1 LOC100519489 Nao caracterizada NAO
56664 1 LOC100620428 Nao caracterizada NAO
w3 ci DS ONMOCE g
24416 1 LOC100525255 Nao caracterizada NAO
30211 1 TSSK6 Serina Quinase testis-especifica 6 SIM
153433 1 BRD4 Proteina BRD4 NAO
22022 1 LOC100152612 Peptidil-prolina cis-trans isomerase SIM
29598 1 RPS4 40S proteina ribossomal 4 SIM
48074 1 pdi-p5 Proteina dissulfito isomerase P5 NAO
28677 1 PGAM2 Fosfoglicerato mutase 2 SIM
23726 1 SARNP SAP-dominio ribontcleoproteina SIM

OF LR I_INC_C _H ISP _Hs

Neste estudo foi detectado um peptideo da proteina CHTOP, que é responsavel
pela marcacdo cromatinica de protamina 1, apesar desta Ultima proteina ndo ter sido
identificada.

Nos resultados apresentados foi possivel verificar a auséncia de protamina 1,
sendo que este resultado também foi encontrado por De Mateo et al. (2011) ao avaliar
nacleo de espermatozoides humanos. Por conseguinte no mesmo trabalho os autores
relataram que a protamina 2 esteve presente entre as proteinas nucleares basicas, como
também demostrado no presente trabalho. Os mesmos autores descreveram ainda que a
razdo para a falta de deteccdo de protamina 1 pode ser sua composi¢do particular de
aminoéacidos. As protaminas sdo proteinas basicas altamente ricas em lisina e arginina
(mais de 50% nas formas maduras), e a tripsina cliva cadeias peptidicas, principalmente,

no lado carboxilo dos aminoacidos lisina ou arginina, resultando em fragmentos de
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péptido muito pequenos, ndo sendo possivel sua deteccdo nas condigdes utilizadas em
espectometria de massas. Esta limitacdo é, particularmente, importante para a protamina
1 uma vez que € mais em rica arginina do que protamina 2.

De acordo com Engel et al. (1992) os genes para as duas protaminas (PRM1 e
PRM2) e para duas proteinas de transicdo (TNP1 e TNP2) foram caracterizados em
varias espécies de mamiferos. Segundo os mesmo autores no ser humano, suino e touro
0s genes para PRM1, PRM2 e TNP2 estdo intimamente ligados ao longo de um trecho
de DNA especifico, e 0 gene para TNP1 em todas as espécies estudadas esta localizado
em outro cromossomo.

Proteinas relacionadas ao ribonucleossoma foram identificadas na amostra
estudada. Proteinas 40S ribossomais como a RPS3 apresentaram 61 peptideos na
amostra, e outras 14 variantes apresentaram entre 1 e 6 peptideos. Vale ressaltar que De
Mateo et al. (2011) avaliou o proteoma nuclear de espermatozoides humanos e também
relatou proteinas 40s ribosomais, como a RPS2, RPS25, RPS3A, RPS6, RPS7 e RPS9.

Proteinas 60S ribossomais também foram identificadas na amostra. A RPL23 e
a RPL23A apresentaram 10 peptideos cada, enquanto outras 16 proteinas 60S
ribossomais apareceram variando entre um e nove peptideos. De Mateo et al. (2011)
também descreveram proteinas 60s ribossomais em nucleos espermaticos humanos,
como a RPL10L, RPL3 e RPL9, comprovando a presenca desta Gltima proteina no
nucleo espermatico humano também por meio de técnica de imunoflorescéncia.

A analise protedmica dos ndcleos espermaticos isolados indica apenas a
presenca de proteinas ribossomais citoplasmaticas (80S (60S+40S)), mas ndo proteinas
ribossdbmicas mitocondriais (55S). Assim, a deteccdo de proteinas ribossomais
citoplasmaticas no presente estudo seria consistente com a traducdo citoplasmatica
proposta por Lambard et al. (2004) e Galeraud-Denis et al. (2007) e De Mateo et al.
2011. As proteinas ribossomais sdo reconhecidas, portanto, como proteinas
citoplasmaticas, e sua deteccdo nos nucleos espermaticos suinos se torna um achado
importante para esclarecer acdes epigenéticas paternas para a espécie suina.

A proteina ligante de F-actina, subunidade beta (Capzb) apresentou 57 peptideos
e pode desempenhar um papel na regulacdo da morfologia celular e organizacdo do
citoesqueleto, segundo pesquisa em ratos (Geyer et al., 2009).

A proteina de abertura de leitura da sequéncia 56 do cromossomo 1 (Clorf56)

com 41 peptideos na amostra pode estar envolvida no controle da proliferagdo celular.
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Esta proteina é uma modificadora oncogénica que contribui para a funcao supressora de
tumores de DNMT3B. Esta Ultima é essencial para a metilacdo do DNA durante o
desenvolvimento (Hlady et al., 2012).

As proteinas com caracteristicas de Histonas foram encontradas na amostra de
estudo. Dentre elas a HISTIH2AE uma histona H2A de 22 peptideos, a H2B com 20
peptideos. Uma variante de histona H4 com 10 peptideos, uma histona H1 tipo 3 com 6
peptideos, e uma histona H3.3 com 4 peptideos foram também identificadas, assim
como uma variante de histona H2B com 4 peptideos, histona H1 testiculo-especifica
com 3 peptideos e um fragmento de histona H2A. Segundo Biterge e Schneider (2014)
as histonas sdo componentes estruturais de 5 a 15% da cromatina espermatica e que o
DNA eucaridtico estd enrolado em torno de um octamero de histonas nucleares H2A,
H2B, H3, e H4.

Ainda de acordo com Biterge e Schneider (2014) as diferencas estruturais de
variantes nucleares de histonas afetam as interagdes entre proteinas histonas no
nucleossoma, consequentemente, a sua estabilidade, bem como a conformacao
cromatinica aberta ou compacta. Por exemplo, as variantes de histona H2A.Z e H3.3
estdo, principalmente, relacionadas com uma conformacdo da cromatina aberta e
atividade de transcri¢do, enquanto a macroH2A estabiliza o nucleosoma e é muitas
vezes associada a uma cromatina em estado repressivo.

Concomitante com alteracfes visiveis na organizacdo da cromatina espermatica,
as histonas seriam removidas a partir do DNA de espermatocitos e espermatides iniciais
e substituidas por proteinas de transicdo. Em sequéncia as proteinas de transicdo sao
substituidas por protaminas que sdo responsdveis para a condensacdo final e
estabilizacdo da cromatina espermatica (D’Occhio et al., 2007). O mesmo autor relatou
que em seres humanos e outros mamiferos pode ocorrer persisténcia de histonas em
espermatozoides maduros ejaculados, como demonstrado nesta pesquisa para diversos
tipos de histonas. A medida que a retencdo de histonas é relacionada a uma falta de
processamento de protamina 2, foi sugerido que a retencdo de histona ndo € um evento
normal e resulta em instabilidade da cromatina espermatica. No entanto, também foi
relatado que histonas remanescentes estdo localizadas dentro de regides especificas da
cromatina e identificam os genes que sdo preferencialmente ativados durante o

desenvolvimento embrionario inicial (D’Occhio et al., 2007).
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A proteina PPP1CC (22 peptideos) foi encontrada na amostra, condizendo com
os resultados descritos por De Mateo et al. (2011). E uma fosfatase indispensavel na
espermatogénese. A delecdo do gene desta proteina causa em ratos a perda generalizada
de desenvolvimento de celulas germinativas, mais proeminente a partir das fases
seguintes de alongamento das espermatides. As células germinativas sobreviventes
exibem vérias alteraces, incluindo defeitos de condensacdo da cromatina e biogénese
acrossomal (MacLeod et al., 2014).

Uma importante proteina nuclear identificada foi a WBP2NL com 8 peptideos
na amostra. Esta proteina foi identificada em ratos, onde pode desempenhar um papel na
retomada meidtica e na formagdo do pronucleo masculino (Chen et al., 2014), portanto
esta relacionada com o desenvolvimento embrionario inicial.

As proteinas de subunidades proteossomais foram identificadas na amostra. A
PSMAG6 apresentou 7 peptideos, a PMSA5 apareceu com 5 peptideos, PSMA8 com 3
peptideos, PSMA4, PSMG1 e LOC100155139 (subunidade proteossomal beta) com 2
peptideos cada. De Mateo et al. (2011) relataram 25 proteinas de subunidades
proteossomais diferentes em nucleos de espermatozoides humamos, dentre elas vale
destacar PSMA4, 5, 6 e 8 também identificadas nesta pesquisa. Com relagédo as funcdes
dessas proteinas Zhong e Belote (2007) relataram que elas sdo a “maquina proteica” de
degradacdo da via proteolitica mediada por ubiquitina, que tem sido implicada em
muitos processos celulares, incluindo a progressdao do ciclo celular, a regulagdo da
transcricao, transducéo de sinal, e determinacdo do “destino” da célula.

Outras proteinas relevantes para o0 metabolismo da matriz nuclear dos
espermatozoides sdao a SNRPD3 e a SNRPD1, que também foram identificadas na
matriz nuclear de espermatozoide suino com 3 e 4 peptideos cada, respectivamente. De
Mateo et al. (2011) também identificaram a SNRPD1 ao analisar nucleo de
espermatozoide humano. Essas proteinas sdo classificadas como ribonucleoproteinas
nucleares pequenas, e representam os principais blocos de constru¢do do spliceossoma
maior e menor e, portanto, constituem fatores essenciais no splicing de todos os pré-
RNAm celulares (Grimm et al., 2013).

A Proteina YBX-1 foi identificada com 4 peptideos na amostra de sémen de
suino analisada. Segundo Dhawan et al. (2012) esta proteina liga-se ao RNA e participa
de diversas etapas da biogénese de RNAm, entre elas a transcri¢do, o processamento € 0

transporte do nicleo para o citoplasma, onde pode regular a localizacdo, traducéo, e
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estabilidade do RNA. Estes mesmos autores relataram que a YBX-1 funciona também
como uma proteina estrutural envolvida na organizacdo espacial das proteinas do
RNAmM, e que a delecdo de YBX-1 induz um fendtipo letal em embrides precoces. Tal
fato sugere um papel critico para esta proteina durante o desenvolvimento embrionario.

A proteina MECP2 foi descrita na amostra contendo 4 peptideos. Segundo
D’Esposito et al. (1996) esta proteina € essencial para a metilacdo de residuos de
citosina em genomas de mamiferos, e esta associada com a repressao da transcricao e da
cromatina inativa. Estes mesmos autores demosntraram que a metilacio do DNA é
essencial para o desenvolvimento de ratos, possivelmente por meio da prevencdo da
expressao inapropriada de genes.

A coilina (COIL) foi identificada com 4 peptideos nesta analise protedmica de
cromatina espermatica em suinos. Shanbhag et al. (2010) relataram que sua principal
funcdo ¢ a de servir como um centro organizacional em corpos de cajal (suborganelles
nucleares de 300-500 nm de didmetro, que tipicamente ocorrem perto do gene cluster de
histona e o nucléolo). Os mesmos autores descreveram que delecdo de coilina em
camundongos demonstra reducdo da fertilidade e falha no recrutamento de varias
proteinas-chave para o corpo de cajal, incluindo snRNPs (pequenas ribonucleoproteinas
nucleares) e a sobrevivéncia do complexo de proteinas de neurénios motores.

A proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) encontrada nesta
amostra com 3 peptideos, desempenha fungbes de glicélise e participa de eventos
nucleares, incluindo a transcricdo, o transporte de RNA, a replicacdo do DNA e
apoptose (Applequist et al., 1995). Tristan et al. (2011) demonstrou que a GAPDH
nuclear translocada € ainda acetilada na Lys-160 pela histona acetyltransferase
p300/CBP, por meio da interaccdo direta da proteina, que por sua vez estimula a
atividade catalitica de p300/CBP. Segundo os mesmos autores este evento nuclear leva
a acetilacdo do supressor de tumor p53, e, por ambos 0s mecanismos, 0 complexo
nuclear GAPDH-Siah (E3-ubiquitina-ligase) pode regular a expressdo génica
modulando modificacdes de histonas, que resultam em disfuncéo e morte celular.

As proteinas de transi¢do nuclear 2 (TNP-2) foram encontradas na amostra, na
base de 2 peptideos. De acordo com Steger et al. (1998) estas proteinas séo responsaveis
pela transicdo histona-protamina na conversdo de cromatina nucleossomal a forma
compacta. Estudo prévio com suinos ndo detectou proteinas de transi¢do na cromatina

espermatica (Banerjee & Smallwood, 1998). Estas proteinas provavelmente sdo
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residuos do processo de substituicio de histonas por protaminas durante a
espermiogénese.

A familia ribonucleoproteina nuclear heterogénea (hnRNPs)
estd envolvida em muitos processos bioldgicos, tais como sinalizacdo celular,
reparo do DNA, e regulacdo da expressao do gene e da proteina (Almeida et al., 2014).
A hnRNPC apresentou 2 peptideos na amostra, e foi previamente descrita em ndcleos
espermaticos humanos por De Mateo et al. (2011).

Estas proteinas parecem compactar grandes regides de pré-RNAm (Zarnack et
al., 2013) e desempenhar um papel no “splicing” de RNA (Swanson et al., 1987). Em
humanos dados quantitativos de iCLIP (individual-nucleotide resolution UV-
crosslinking and immunoprecipitation) mostraram que a proteina de ligagdo a RNA-
hnRNPC compete com o fator de “splicing” U2AF65 em muitos locais conhecidos e
desconhecidos de “splicing”. A perda de hnRNPC conduz a formacédo de “Alu éxons”
anteriormente suprimidos, o que pode alterar gravemente a funcdo de transcricdo.
Experimentos em minigenes explicam mutagdes associadas a doengas (por exemplo a
hiperfenilalaninemia) em elementos Alu que dificultam a ligacdo hnRNPC. Assim,
impedindo a ligacdo de U2AF65 a elementos Alu, a hnRNPC desempenha um papel
critico como um grande genoma sentinela protegendo o transcriptoma (Zarnack et al.,
2013).

A ribonucleoproteina nuclear heterogénea K (hnRNPK) também apresentou 2
peptideos na amostra. Esta proteina carreia trés homologos K (KH), dominios que sédo
responsaveis pela ligacdo de DNA-RNA, e um K-interativo (KI) que faz a interacdo
proteina-proteina. HNRNPK ¢é predominantemente localizada no ndcleo, onde esta
envolvida em multiplos passos de expressdo génica tais como a transcrigdo, splicing de
RNA e traducdo (Almeida et al., 2014).

A proteina ACIN1 apresentou 2 peptideos, e se mostra importante na matriz
nuclear. Sahara et al. (1999) utilizaram um sistema in vitro para identificar um novo
fator nuclear, designado Acinus, que apos a apoptose induz a condensacdo da cromatina
por meio da clivagem por caspase-3 sem induzir a fragmentacdo do DNA. Os mesmos
autores mostraram que imunodeplecdo da Acinus € essencial para a condensacdo da
cromatina apoptotica in vitro.

Outra proteina identificada também com 2 peptideos € a proteina centromérica V
(CENP-V). Segundo Tadeu et al. (2008) a superexpresséo de CENP-V leva a
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hipercondensagdo de heterocromatina pericentromérica, e a sua deplecdo em células de
cultura “HelLa” leva a expansdo anormal da constricdo primaria de cromossomos
mitoticos, perda de localizagdo e desestabilizacdo do complexo cromossémico
passageiro.

A proteina CHTOP esteve presente na amostra com apenas 1 peptideo. Esta é
uma proteina associada a cromatina, € o alvo cromatinico da protamina 1 e estd
envolvida na regulacdo da transcricdo. Ela contém uma regido rica em glicina e
arginina, que interage com o RNA ou DNA diretamente ou em combinagdo com outras
proteinas de ligacdo a nucleotideos (Takai et al., 2014).

A proteina matrin-3 (MATR3) foi identificada na amostra contendo 1 peptideo.
Matrin 3 é uma proteina de matriz nuclear altamente conservada, sendo uma
fosfoproteina com varios locais de fosforilagdo de tirosina e serina/treonina-cinases. Sua
estrutura primaria prevé uma localizacdo de sinal nuclear bipartido (NSL), dois
dominios de ligacdo de DNA e dois sitios de reconhecimento de RNA. Esta proteina
tem sido implicada na reparacdo do DNA, no processamento, transporte e estabilizacéo
de RNA (Osman & Loveren, 2014).

A proteina serina quinase testis-especifica 6 (TSSK6) foi identificada na amostra
de espermatozoides suinos contendo 1 peptideo. Segundo Palermo et al. (2014) a
condensacdo de DNA em celulas de mamiferos tem importantes implicagdes na biologia
da infertilidade humana. Para sua protecdo, 0 DNA espermatico é empacotado muito
densamente, devido a acdo da serina-quinase testiculo-especifica 6 (TSSK6) antes de ser
liberado. Esta descricdo demonstra a importancia desta proteina para a cromatina
espermatica em humanos, e pode-se inferir tal importancia também em suinos.

As proteinas da familia de citoesqueleto como as queratinas, tubulinas e actinas
identificadas neste estudo também foram identificadas em ndcleos espermaticos
humanos por De Mateo et al. (2011). Os mesmos autores relataram que algumas
moléculas do citoesqueleto foram descritas por participar na formacdo da cauda e do
formato do nucleo dos espermatozoides. Especificamente, as tubulinas foram também
detectadas na cabeca dos espermatozoides sugerindo um provavel papel relacionado
com a reagdo acrossomica. Citoqueratinas e actinas foram associadas a matriz nuclear
espermatica de cobaias.

Palermo et al. (2014) relataram que cerca de 16 a 20% do DNA permanece

ligado a histona, e ndo simplesmente como o resultado de um processo incompleto de



47

remodelacdo fenotipica do espermatozoide. Estes memsos autores ainda descreveram
que estas regides sdo essenciais para as etapas de pré-fertilizacdo, desempenhando um
papel especifico durante a maturacdo de células germinativas masculinas; além disso,
eles sdo as por¢des de cromatina espermatica mais sensiveis a danos e sdo acessiveis
para a maioria dos ensaios de fragmentagéo de DNA.

Esta pesquisa identificou diversas variantes de histona nos espermatozoides
maduros e ejaculados. A este respeito, 0 transporte e a incorporacdo de histonas
modificadas do espermatozoide para o zigoto tem sido demonstrados e indicam outro
potencial efeito paterno na reprogramacao epigenética do zigoto apos a fertilizacdo, que
é independente do estado “imprinting” (Miller et al., 2010). As histonas foram apenas
uma pequena parte das proteinas identificadas na amostra estudada de cromatina
espermatica, pressupondo que diversas outras proteinas podem transmitir informacdes
epigenéticas ao zigoto.

De acordo com Miller et al. (2010) os controles epigenéticos de expressdo
génica existem tanto para a ativacdo da metilacdo do DNA quanto para metilacéo,
acetilacdo e fosforilacdo de histonas, e a entrada de histonas no ovocito deixa um espaco
para 0 DNA e para os sinais epigenéticos baseados nas histonas, que podem ser
importantes para o desenvolvimento embrionério subsequente. Os mesmo autores
descreveram resultados decorrentes das analises da composicdo de dominios solUveis
(ligados a histonas) e insolGveis (ligados a protaminas), em espermatozoides humanos e
murinos, indicam que a cromatina é de fato o contribuinte mais significativo para um
sinal epigenético nestas células.

Uma mudanca de conceito que vem sendo estabelecida refere-se ao fato de que
as histonas no nucleo espermatico ndo se caracterizam necessariamente como um erro
na compactacdo cromatinica. Existem regides intercaladas entre as estruturas toroidais
da cromatina espermatica, contendo sequéncias de nucleossomos, que contém muitas
das vezes DNA hipometilado. Tais regides podem ser implicadas em importantes
funcBes relacionadas ao desenvolvimento embrionario inicial e heranca epigenética
paterna (Beletti, 2013).

E possivel que as proteinas da matriz nuclear envolvidas em diferentes
marcagdes génicas possam contribuir apds a fecundacgédo para estabelecer a ordem de
reativacdo génica paterna (Oliva, 2006), podendo ja ser um indicio de funcdo

epigenética proteica. Pode-se inferir, portanto, a partir dos resultados obtidos nesta
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pesquisa e das fungdes das proteinas descritas, que a matriz nuclear, da qual fazem parte
as proteinas cromatinicas, transmite ao ovOcito mecanismos essenciais para Sseu
crescimento e diferenciacdo. Assim, as proteinas passam a ser ndo s6 componentes
estruturais da arquitetura cromatinica/matricial, mas sim componentes essenciais do
sucesso da reproducao.

Nesta pesquisa 15,6% das proteinas foram classificadas como néo
caracterizadas, ou seja, ndo ha relatos na literatura quanto a descricdo, identificacéo e
isolamento destas proteinas para qualquer espécie. Assim, novos estudos podem ser
projetados na tentativa de carcaterizacdo destas proteinas e conhecimento de suas
funcdes, a fim de esclarecer possiveis herancas paternas epigenéticas que fogem ao
conhecimento cientifico atual. A comparacao entre animais férteis e sub-férteis pode ser
interessante na busca por variaces protebmicas. Tais estudos podem aprimorar técnicas
de reproducdo e melhoramento animal de diversas espécies, com foco na escolha de
reprodutores ndo s6 de alto potencial genético, mas também de alto potencial
epigenético.

O conjunto de proteinas presentes na cromatina espermatica de suinos demonstra
que a matriz nuclear desempenha funcGes importantes na maturacdo e desenvolvimento
das células espermaticas, e seria relevante determinar o quanto estas esturutras proteicas
estdo ligadas ao estabelecimento de fungdes epigenéticas, e como elas podem afetar o

desenvolvimento embrionario.

CONCLUSAO

Conclui-se que o isolamento das proteinas da matriz nuclear de espermatozoides
suino foi satisfatério, demonstrando que o protocolo utilizado foi eficiente. Algumas
familias de proteinas foram identificadas e descritas. Contudo ndo foi possivel
identificar algumas estruturas proteicas, como a protamina 1.

Desta forma este estudo vem contribuir com um catalogo de estruturas proteicas

gue podem ser Uteis em futuros estudos protedbmicos.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados encontrados, sugere-se que as proteinas da matriz nuclear
espermatica suina desempenham papéis essenciais nos processos reprodutivos em seus
mais diferentes niveis. Essas proteinas podem estar relacionadas & maturacdo e
diferenciacdo dos espermatozoides, assim como podem estar implicadas no
desenvolvimento embrionario inicial. Assim sendo, a catalogacdo dessas proteinas € um
importante primeiro passo para a descoberta de importantes informacdes epigenéticas
paternas passadas ao zigoto.

Vale destacar que futuros estudos podem elucidar como e em qual estagio da
maturacdo espermatica essas proteinas se fizeram presentes na matriz nuclear, e qual a

possivel acdo na expressao génica durante o desenvolvimento embrionario.



