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RESUMO

Durante a ultima fase da espermatogénese, a cromatina se torna altamente condensada
pelo processo complexo onde proteinas nucleares basicas tipicas de células somaticas e
presentes na cromatina das espermatides, sao gradualmente trocadas por proteinas de
transicdo, que posteriormente sdo trocadas por protaminas. Erros no processo de
compactacao da cromatina geram espermatozoides que com cromatina totalmente ou
parcialmente descompactada, o que interfere no processo de fertilizacdo ou
desenvolvimento embrionario. Cabecas de espermatozoide de amostras de sémen de
quatro touros com diferentes niveis de fertilidade foram utilizadas para identificacdo e
quantificagdo das proteinas do nucleo espermatico por espectrometria de massas
avancada. Essas amostras também foram avaliadas quanto a compactacdo de cromatina
por analise de imagem computacional de esfregacos corados com azul de toluidina.

Palavras-chave: compacta¢io da cromatina, morfologia, protamina, proteoma.



SUMARIO

1) INTRODUGCAOQ ..eecececeeeenerenssesessesessssssssssssesssssessssessssssssssassssssssssssasssssssssssasesss
2)  OBJETIVO .uuuuiieicnicensuecsissesssesssissssssessssssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss
3) MATERIAL DE METODOS .......coeeeereereeressessessessesssssssssessessessessessessessesssssssses
31, AIMOSIIAS ittt ettt e et e e st e et e st eesabae e e
3.2.  Isolamento das cabegas dos espermatozoides. ..........cecueveeruerierienieenienienenrieninns
3.3. Extra¢dao da Cromatina e Matriz NUCIear ...........cccceeevvieeiiieeiiieeiee e
3.4. Identificac@o das Prot€inas ..........ccccoecuiiiiieiiiiic i
3.5.  Processamento das AMOSIIAS. ......coeevuirieriierierieniteieeie ettt
3.6.  Analise por espectrometria de massas avancada ...........cccveeerieeeiiieeiieeniieeeieeens

3.7.  Quantificacao de espermatozoides com altera¢des na compactagdo cromatinica. 7

3.8, ANALISE ESTAISTICA .evvviiiiieeiiiiiiieiee ettt ettt e e e e et e e e e e s e s aar e e e e e e
4) RESULTADOS.....ecueeeereeeerereresesssesesssssessssesessssssssssesssssessssesssssssssssesssssessssasssssssess
5)  DISCUSSAOQ ....covererererererereresesesesesesesssesesssesssssssssssesesssesesesssssssssssssesssssssssssssssssssns

iii



6) CONCLUSAO

7) REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



1) INTRODUCAO

O espermatozoide dos mamiferos ¢ composto basicamente por cabeca e cauda
ou flagelo. A cabega consiste do acrossoma, o nucleo e, em menor quantidade,
estruturas citoesqueléticas e citoplasma. O nucleo ¢ haploide, contendo somente um
membro de cada par cromossomico, ¢ durante a ultima fase da espermatogénese, a
cromatina se torna altamente condensada (BELETTI, 2013). Durante esse processo de
condensagcdo nuclear as histonas, proteinas nucleares basicas tipicas de células
somaticas e presente na cromatina das espermatides, sdo gradualmente trocadas por
proteinas de transi¢ao (TP), que posteriormente sdo trocadas por protaminas. Este
evento que envolve o desligamento e as vezes a degradacdo de muitas proteinas ¢
executado no nucleo espermdtico e no citoplasma. Proteassomas e proteinas
poliubiquitinadas, marcados para serem degradadas, sdao localizados em uma regido nao
condensada do nucleo cercada por envoltorio nuclear redundante. Os produtos desta
degradagdo proteica sdo supostamente transportados ao citoplasma da regiao do colo do
espermatozoide através de poros nucleares, € podem se tornar parte do corpo residual ou
da gota citoplasmatica que ¢ removida da cauda espermatica durante o final da
maturacao no epididimo (HARAGUCHI et al, 2007, MORANDI FILHO, 2013). Com a
substitui¢do das proteinas que compde a cromatina espermatica, sequéncias de DNA (20
a 50 kb) sdo firmemente enroladas pelas protaminas, formando estruturas em forma de
anéis sigmoidais ou toroides, reconhecidas como unidades bésicas da cromatina
espermatica Os espermatozoides maduros podem possuir até 50.000 estruturas toroidais
empacotadas no ntcleo espermatico. (HUD et al., 1993). O processo de condensagdo da
cromatina pode falhar e gerar espermatozoides com cromatina total ou parcialmente

compactada (BELETTI, 2013).



Touros que apresentam espermatozoides com morfologia, motilidade e enzimas
normais podem se comportar como subférteis e mesmo animais comprovadamente
férteis podem apresentar intervalos de subfertilidade inexplicaveis. Uma possivel
explicacdo destas alteracdes de fertilidade pode ser alteragdes na compactagdo da
cromatina dos espermatozoides (BELETTI e MELLO, 1996). Existem diversas
metodologias de avaliagdo de alteragdes cromatinicas, no entanto, a identificacdo deste
tipo de alteracdo ndo consta nos exames androldgicos geralmente utilizados para
avaliagao de touros, (BELETTI, 2013).

Um dos métodos mais usados para avaliagdo da cromatina ¢ a andlise da
estrutura da cromatina espermatica (sperm chromatin structure assay - SCSA), que
utiliza laranja de acridina para avaliar a suscetibilidade do DNA a desnaturacio
(EVENSON et al., 1980). Os espermatozoides sdo submetidos a leve tratamento acido
ou térmico, corados com laranja de acridina e avaliados em citometro de fluxo. Por
meio dos graficos gerados no citdmetro de fluxo ¢é possivel quantificar os
espermatozoides com fluorescéncia verde e vermelha, que seriam respectivamente,
espermatozoides com cromatina normal e alterada (BELETTI, 2013). Outra técnica que
pode ser utilizada para avaliagdo de alteragdes da cromatina espermatica & a
Metacromasia Induzida desenvolvida por Mello (1982), a qual consiste no uso de
esfregacos de sémen que apos hidroélise acida sdo corados com Azul de Toluidina (AT).
Nesta técnica utiliza-se microscopio de luz convencional, onde espermatozoides
normais exibem coloragdo que varia de verde a azul claro e os que possuem alteragao de
cromatina se coram em azul intenso a magenta, o que ¢ denominado de metacromasia (o
corante cora estruturas em cores diferentes da cor original apresentada pelo corante).
Originalmente a avaliagdo de alteracdes da cromatina espermatica por metacromasia

induzida era realizada visualmente, possuindo um carater subjetivo, podendo ocorrer



variag0es entre examinadores. Para minimizar esta subjetividade, Beletti et al. (2005),
utilizaram analise de imagem computacional de esfregacos de s€émen corado com azul
de toluidina, previamente tratados com HCI 4N. Desta forma as cores sdo diferenciadas
pelos seus valores de pixels, diminuindo a subjetividade e permitindo a graduacdo das

alteracdes. (BELETTI, 2013).

Hiraiwa (2015) baseados em Beletti et al. (2004) desenvolveu software que
avalia esfregacos de sémen de touro submetidos a Metacromasia Induzida” e
classificam as alteragdes cromatinicas segundo a regido da cabega afetada. Souza et al.
(2018) utilizaram a mesma classificagdo para imunofluorescéncia para protamina 1 e
para esfregacos corados com DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol), obtendo bons

resultados.

2) OBJETIVO

Com o presente trabalho objetiva-se identificar proteinas da cabeca de
espermatozoide de touro que quando em maior quantidade favorecam ou interfiram no

processo de compactacdo da cromatina espermatica.

3) MATERIAL DE METODOS

3.1. Amostras

Foram utilizadas amostras de sémen congeladas em meio tris-gema de quatro

touros azebuados, sendo dois considerados férteis e dois subférteis.

3.2.Isolamento das cabecas dos espermatozoides



As amostras de sémen a serem avaliadas foram descongeladas a 37°C por 3
minutos, em seguida acondicionadas em tubos de fundo conico de 15ml contendo, 8ml
de tampao 50mM de Tris-HCI 7,5 pH e 1mM de EDTA. Procedeu-se a centrifugacao
das amostras a 750 x G por 15 minutos a 4°C e remoc¢do do sobrenadante. O pellet foi
ressuspendido em 8ml do mesmo tampdo e novamente realizados centrifugacdo e

descarte do sobrenadante, sendo repetido este procedimento por 3 vezes.

Apos a terceira centrifugacdo a amostra foi ressuspendida em 1,5ml da solucao
tampdo, o material foi sonicado em gelo por 20 minutos com pulsos de 30 segundos e
intervalos de 5 segundos, em seguida centrifugado a 1000 x G por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 2,0 ml de tampao 50mM

Tris-HCI e sacarose 1,1 M, pH 7,5.

A separagdo de cabecas e caudas dos espermatozoides foi realizada segundo os
procedimentos descritos por Mendonga et al., (2017). A metodologia se deu por
ultracentrifugacdo, onde a amostra foi submetida a 75.600 x G por 45 minutos a 4°C;
em um gradiente de 2ml de solucdo contendo 2,82M de cloreto de césio (CsCl), 25mM
de Tris-EDTA, 5mM de MgCl2 e 0,5% triton X-100 em tubo de 12ml para
ultracentrifuga, sobreposto por 4ml de sacarose 2,2M e recoberto por 2ml de amostra

em tampao 5S0mM Tris-HCI e sacarose 1,1 M, pH 7,5.

Apds a ultracentrifugagdo foi, cuidadosamente, retirado o sobrenadante
(pipetagem) contendo caudas e o sedimento foi ressuspendido com tampao Tris 25mM
e lavado 3 (trés) vezes por centrifugacdo a 1000 x G por 30 minutos a 4 °C em tampao
Tris 25mM para a retirada do excesso de Cloreto de Césio. Apesar do pellet ser
composto basicamente por cabegas de espermatozoides isoladas, ainda existia pequena

contaminag¢do por fragmentos de cauda.



3.3.Extracdo da Cromatina e Matriz Nuclear

Para a extracdo da cromatina foi adotado o protocolo modificado de Morandi
Filho (2013), onde a amostra contendo cabecas isoladas foi ressuspendida em 500uL de
solucao contendo 1% de Triton X-100, SOmM tris-HCI, pH 7,5, ImM EDTA e 5uL de
coquetel inibidor de proteases, e agitadas em Vortex por 20 minutos em temperatura
ambiente. As amostras foram lavadas 3 (trés) vezes por centrifugacdo a 1100 x G por 30
minutos com 1,5ml de 50mM Tris-HCI, ph 7,5. O material foi ressuspendido, apds a
ultima lavagem, em 500uL de tampao de descondensacdo (40mM 1,4-ditiotreitol
(DTT), 0,25M (NH4)2S4, 25mM Tris-Hel, pH 7.5, e 5uL de coquetel inibidor de
protease), permanecendo por 40 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foi
adicionado 4000U de desoxirribonuclease I livre de RNAse e homogeneizado por 60
minutos sob Vortex em temperatura ambiente. A amostra foi precipitada, evaporada em

estufa a 43°C overnight.

3.4.1dentificacdo das Proteinas.

Inicialmente, as amostras precipitadas foram ressuspendidas em 100uL de
tampao Tris-HCI 0,1M pH 8.8 contendo ureia 8M. Para a quantificacdo de proteinas foi
utilizado o método de Bradford (1976) com o reagente Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (Bio-Rad, cod. 500-0006, Lote 1.9700067 Rev J). A curva padrao foi
realizada com diferentes diluicdes de BSA, preparada a partir de estoque adquirido
comercialmente (Protein Standard 200mg/ml, Sigma, Cod. # P5369-10 ml Lote
110M6005). As amostras foram distribuidas em duplicatas em microplacas. A

absorbancia em 595nm foi lida em espectrofotometro (Molecular Devices, SpectraMax



Plus 384). Através dos dados obtidos na quantificacdo, foi estimada a massa total de

proteinas presentes nas amostras.

3.5.Processamento das Amostras

A preparagdo das amostras para a espectrometria de massas avancada consistiu
basicamente de 3 etapas principais: i) reducdo e alquilagdo das proteinas, ii) digestdo
enzimatica das proteinas com tripsina e iii) “clean up/desalting” das amostras. Foram

utilizados 38 pL da amostra (50 pg).

Em resumo, as amostras foram submetidas a redu¢do das pontes de dissulfeto
das proteinas pela adicdo de DTT (ditiotreitol) na propor¢do 1mg DTT/mg proteina e
incubacdo por 2 horas em temperatura ambiente seguida da alquilagdo pela adi¢do de
I.A. (iodoacetamida) na propor¢do 3 mg I.A./mg proteina e incubagao por 1 hora em

temperatura ambiente, no escuro.

O volume das amostras foi diluido 5 vezes em solugdo de 0,1 M de bicarbonato
de amoénio pH >8,0 obtendo-se um volume final de 500 pL. As amostras foram entao
incubadas com 1 pg de tripsina (Promega, V511A, Lote 30551310) a 37°C “overnight”.
Previamente a aplicagdo das amostras no espectrometro de massas foi realizado o
“clean-up”/ desalting” das amostras, utilizando-se a coluna OASIS HLB Cartridge lcc

(cat. number: 186000383, Waters), conforme descri¢ao do fabricante.

Brevemente, a coluna foi equilibrada com solu¢do acetonitrila 5% contendo
acido formico 0,1% e a eluicdo do material de interesse foi realizada com acetonitrila
80%. As amostras foram em seguida secas em speed vac e aplicadas em espectrometro

de massas, conforme descrito a seguir.



3.6. Analise por espectrometria de massas avancada

As amostras foram analisadas em espectrometro de massas do tipo LTQ Orbitrap
ELITE (Thermo¥innigan) 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 que atingiram o critério minimo de qualidade foram
entdo agrupados em proteinas, utilizando-se o algoritmo “Protein Prophet” e foi gerada
uma lista de identificagdes com taxa de erro inferior a 2.0%. Foi utilizado um banco de
dados especificos de bovinos. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata. O
numero de peptideos observados por proteina foi utilizado como indicativo aproximado
de abundancia.

3.7.Quantificacio de espermatozoides com alteracdes na compactacio
cromatinica

Apobs a obtengdo dos espermatozoides, trés esfregacos de cada amostra foram
feitos e fixados em etanol-acido acético (3:1; v/v) por um minuto e posteriormente em
etanol 70% por trés minutos. Apo6s a fixagdo, as amostras foram secas em temperatura
ambiente. Posteriormente os esfregagos foram hidrolisados em &cido cloridrico 4N por
20 minutos e lavados em agua destilada. Apos a secagem, foi colocada uma gota de
Azul de Toluidina 0,025%, em tampao acido citrico-fosfato (tampdo Mcllvaine) pH 4,0
sobre os esfregacgos, os quais foram cobertos com laminula e apos trés minutos imagens
digitais de pelo menos 100 espermatozoides foram capturadas, utilizando-se um

microscopio (Leica DM500) acoplado a um sistema de captura de imagens (Leica

ICC50), com objetiva de imersao de100 X.



Inicialmente as imagens digitais foram segmentadas por limiarizagdo
(thresholding), ou seja, foram obtidas imagens contendo somente cada uma das cabecas

fotografadas.

As imagens das cabegas isoladas foram processadas por software desenvolvido
em linguagem MATLAB e executado em OCTAVE, obtendo assim a area total de cada
cabeca, e delimitando, quando existente, regido da cabeca com descompactagdo da
cromatina (CRUZ et al., 2014). Resumidamente o software avalia todas as cabegas de
espermatozoide selecionando automaticamente as 20 cabegas mais compactadas (mais
claras). A média dos valores de pixel dessas 20 cabegas foram consideradas como valor
padrdo e valores menores que essa média indicam altera¢gdes. Em seguida, foi calculado
um limiar de cada cabega usando esses valores como referéncia e a regido que fosse
menor que essa média foi delineada pelo software. A imagem resultante foi suavizada,
usando um filtro Gaussiano (sigma= 2, raio= 2,5) para reduzir o ruido e melhor
delimitar a regido alterada. Finalmente o delineamento foi realizado pela demarcagio de

linhas brancas definindo a regido.

Dessa forma, foi possivel quantificar espermatozoides normais (sem regido
demarcada por linha branca) e espermatozoides com alteragdo cromatinica (com regido

demarcada por linha branca) (Fig, 1)

Com alteragao de cromatina

5 um

Fonte: Martins. 2018.



Figura 1: Cabecas de espermatozoides de touro avaliadas por software que identifica regido com
descompactagdo cromatinica.

3.8. Analise estatistica

Para obter um numero representativo da quantidade de cada proteina em cada
amostra, foi realizada uma normalizagdo das analises, transformando-se o nimero de
peptideo de cada proteina em porcentagem do numero total de peptideo encontrado na

amostra.

Para identificar possiveis influéncias da quantidade de cada proteina identificada
sobre os processos de compactacdo da cromatina foi calculada a correlagdo entre essa
porcentagem e a porcentagem de espermatozoides sem alteragdo na compactagdo da

cromatina espermatica. Foram consideradas correlagdes significativas quando p <0,05.

4 RESULTADOS

Na andlise por espectrometria de massas foram identificadas 766 diferentes
proteinas, sendo 452 encontradas em pelo menos dois touros e 300 proteinas

encontradas apenas em amostras de um animal.

As proteinas que tiveram correlagdes significativas positivas (14) e negativas (8)
com a porcentagem de espermatozoides sem alteracdoes na compactacdo cromatinica sao

mostradas nas tabelas 1 e 2, respectivamente

Tabela 1. Proteinas com correlacdo significativa (p<0,05) positiva com a porcentagem

de espermatozoides sem alteracdo de compactacao da cromatina.

Proteina Valor de p Coeficiente de
correlagao




Aconitate hydratase, mitochondrial

(Aconitase)

Ras-related protein Rab-30
ATP synthase subunit d, mitochondrial

Ran guanine nucleotide release factor

(RanGNRF)

ATP synthase F(0) complex subunit B1,
mitochondrial (ATP synthase subunit b)

Sperm protamine P1 (Cysteine-rich

protamine)

PDZ and LIM domain protein 1 (Elfin)

Transcription factor A, mitochondrial

(mtTFA)

Catenin alpha-1

Keratin, type II cytoskeletal 68 kDa,
component [A (Fragment)

Ubiquitin-conjugating enzyme E2

variant 1 (UEV-1)

Sperm acrosome membrane-associated

protein 4

Collagen alpha-1(I) chain (Alpha-1 type

I collagen)

Chromogranin-A (CgA)

0,005720538

0,006245203
0,011446663
0,011743674

0,014037932

0,023043658

0,023250631
0,024857124

0,028322635
0,028688149

0,032236552

0,034713849

0,044313286

0,047088367

0,994279462

0,993754797
0,988553337
0,988256326

0,985962068

0,976956342

0,976749369
0,975142876

0,971677365
0,971311851

0,967763448

0,965286151

0,955686714

0,952911633

Tabela 2. Proteinas com correlagdo significativa (p<0,05) negativa com a porcentagem

de espermatozoides sem alteragdo de compactacao da cromatina

Proteina Valor de p Coeficiente de
correlagao
Dysferlin (Dystrophy-associated fer-1- ~ 0,003422041 -0,99657796
like protein)
Seminal plasma protein PDC-109 (BSP- 0,009704577 -0,99029542
Al and BSP-A2)
Sperm acrosome membrane-associated ~ 0,01094182 -0,98905818

protein 1
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Actin-like protein 7A 0,027476491 -0,97252351

Hexokinase-1 0,032669292 -0,96733071
B-cell receptor-associated protein 29 0,0345943 -0,9654057
(Bap29)

Heat shock-related 70 kDa protein 2 0,034705261 -0,96529474
Calicin 0,051607254 -0,94839275

5) DISCUSSAO

Originalmente a intensdo deste trabalho foi estudar as proteinas do ntcleo do
espermatozoide, mas, apesar da metodologia empregada ja ter sido utilizada em outros
trabalhos (MORANDI FILHO, 2013, MENDONCA et al., 2017), aparentemente nao foi
totalmente eficiente no isolamento das proteinas nucleares, pois foram identificadas
diversas proteinas como provaveis contaminantes de outros compartimentos do
espermatozoide e mesmo proteinas do plasma ou diluente seminal. Da mesma forma,
como esperado, também foram encontradas proteinas utilizadas na preparacdo das
amostras, tal como a DNAse I e a quimiotripsina.

Como se torna impossivel avaliar cada uma das proteinas em um Unico artigo,
conforme o objetivo do presente trabalho, foi dada énfase as proteinas que apresentaram
correlagdo significativa positiva (14) ou negativa (8) com a porcentagem de
espermatozoides sem alteracdes na compactagao cromatinica.

Dentre as proteinas com correlagdo positiva com a compactagdo cromatinica
estdo algumas que em teoria seriam contaminantes de outros compartimentos celulares,
tais como mitocondria (Aconitate hydratase, mitochondrial, ATP synthase subunit d,
ATP synthase F(0) complex subunit B1, Transcription factor A) e acrossoma (Sperm

acrosome membrane-associated protein 4). Essas proteinas podem nao estar

11



relacionadas efetivamente com o processo de compactagdo da cromatina, massa terem
sua expressdo aumentada nas condigdes ideais para que o processo ocorra de forma
adequada. Assim, eles seriam possiveis marcadoras das condi¢des ideais para a
compactacao da cromatina. Outra possibilidade é que o processo de compactagio
envolve o desligamento ¢ as vezes a degradagdo de muitas proteinas, o que ¢ executado
no nucleo espermatico e no citoplasma. Proteassomas e proteinas poliubiquitinadas,
marcados para serem degradadas, sdo localizados em uma regido ndo condensada do
nucleo cercada por envoltério nuclear redundante. Os produtos desta degradagdo
proteica sdo supostamente transportados ao citoplasma da regido do colo do
espermatozoide através de poros nucleares, € podem se tornar parte do corpo residual ou
da gota citoplasmatica que ¢ removida da cauda espermatica durante o final da
maturac¢do no epididimo (HARAGUCHI et al, 2007, MORANDI FILHO, 2013). Assim,
mesmo que a proteina ndo seja encontrada no nucleo do espermatozoide maduro, sua
presenga pode ser importante neste complexo evento ocorrido durante a
espermiogénese.

A familia das “ras-related protein RAB” ou “ras-related proteins in brain” sdo
membros-chave da via de trafico de membrana nas células. Além disso, identificou-se
que essas proteinas possuem diversas fungdes, como a comunica¢do cruzada com
diferentes quinases e que desempenham um papel na sinaliza¢do celular. No entanto,
apenas algumas proteinas Rab tiveram seu papel descrito no desenvolvimento de células
germinativas masculinas. As fungdes mais notaveis deste processo sdo realizadas por
numerosos genes especificos de testiculos e/ou especificos de células germinativas
(STENMARK, OLKKONEN, 2001). No entanto, a RAB-30, que no presente trabalho
apresentou correlagdo positiva com a compactagdo da cromatina espermatica, nunca

teve descrita funcdo especifica na espermatogénese ou em espermatozoides maduros.
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Considerando as funcgdes gerais da familia desta proteina e que o processo de
compactacdo da cromatina espermatica envolve regides com envoltério nuclear
redundante e a formac¢do da manchete (estruturas membranosas) (HARAGUCHI et al,
2007), provavelmente a RAB-30 participa intensamente deste processo e
consequentemente aparece em altas quantidades em espermatozoides com compactacao
cromatinica normal. Da mesma forma, quando ocorre a baixa expressdo desta proteina,
o processo de compactacao fica comprometido, gerando espermatozoides com areas ou
totalmente descompactado.

A proteina Ran, uma pequena GTPase da superfamilia Ras, tem um papel central
no controle tanto da montagem do fuso mitotico quanto da dindmica do envoltdrio
nuclear, além de ter papel no direcionamento do transporte nucleocitoplasmatico
durante a interfase. Em suma, a Ran desempenha um papel geral nas fungdes nucleares
ao longo do ciclo de divisdo celular (CLARKE, ZHANG, 2001). Ja a “Ran guanine
nucleotide release factor” (RanGNRF) pode regular o trafico intracelular de RAN
(MARFATIA et al., 2001), bem como promover a liberagdo de nucleotideos guanina da
RAN e iniber a ligagdo do novo GTP, impedindo a ligagdo do fator de troca de
nucleotideos RAN guanina RCC1. A RanGNRF também regula os niveis de RAN
ligado ao GTP no ntucleo e, portanto, desempenha um papel na regulacdo da dinamica
do fuso mitotico dependente da RAN (BAO et al. 2018). Nao existe qualquer
publicacdo que trate especificamente da fungdo da RanGNRF na espermatogénese ou
compactagdo da cromatina espermatica. Considerando as func¢des até o momento
descritas desta proteina e de seu alvo (proteina Ran), existe grande possibilidade dela
participar direta ou indiretamente do processo de compactacio da cromatina

espermatica, justificando a correlagdo positiva encontrada no presente projeto.
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Como era esperado a protamina 1 apresentou correlagdo significativa positiva
com a compactagdo da cromatina. A protamina 1 ¢ a principal proteina que substitui as
histonas durante a espermiogénese para que ocorra a formacao das estruturas toroidais e
consequentemente a compactacdo da cromatina espermatica (BELETTI, 2013). A
protamina 2 era considerada inexistente em espermatozoide de touro, mas recentemente
Silva (2018), descreveu sua presenga em espermatozoides desta espécie. No entanto, no
presente estudo, a quantidade de protamina 2 ndo influenciou o processo de
compactagao.

A “PDZ and LIM domain protein 1” ou simplesmente elfin (anteriormente
denominada CLIM1) ¢ uma proteina que possui um dominio PDZ N-terminal ¢ um
dominio LIM C-terminal. Pertence a familia das proteinas Enigma. As proteinas
Enigma s3o uma familia de proteinas citoplasmaticas que contém um dominio PDZ N-
terminal e uma série de dominios LIM C-terminais. Em virtude destes dois dominios
que interagem com proteinas, as proteinas Enigma sdo capazes de interagdes proteina-
proteina. Foi proposto que as proteinas Enigma podem atuar como adaptadoras entre
quinases e o citoesqueleto. A elfin ¢ abundantemente expressa no coragdo e colocalizase
com alfa-actinina 2 nos discos Z do miocardio. (KOTAKA et al, 2001). A elfin ja foi
descrita em seminomas (OKADA, 2003) e também como sendo o regulador negativo da
organizacgdo do citoesqueleto, que precisa ser degradado pela via autofagia-dependente
de lisossomos para facilitar a organizacdo adequada do citoesqueleto na
espermatogénese (SHANG et al, 2016). Portanto, a elfin esta relacionada ao
citoesqueleto e assim como outras proteinas, como por exemplo a actina (MENDONCA
et al., 2017), também pode fazer parte da matriz nuclear, o equivalente ao citoesqueleto

no nucleo, sendo importante para o processo de compactacao cromatinica.
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A o-catenina € um membro da familia das cateninas, moléculas de adesdo célula-
célula. Durante décadas pensou-se que as a-cateninas mediavam a adesdo célula- célula,
ligando o complexo de adesdo célula-célula mediada por caderina com o citoesqueleto
de actina. No entanto, os papéis das a-cateninas neste modelo classico de adesdo tém
sido questionados recentemente. A aT-Catenina tem um padrdo de expressdo restrita,
em contraste com a aE-catenina expressa de forma ubiqua. Niveis elevados de oT-
catenina foram detectados no coracdo e nos testiculos. A analise imuno- histoquimica
mostrou uma localizacdo especifica da isoforma-X-a-catenina nas células germinativas
diferenciadas. Em contraste com a proteina aT-catenina de tamanho normal padrao, esta
isoforma-X encurtada pode ligar-se a l-afadina, um componente importante do
complexo de ades3o nectina/afadina/ponsina que supostamente ¢ essencial para a
espermatogénese (GOOSSENS et al, 2017). Portanto, ja estd demonstrado a
importancia da o-catenina e suas isoformas na espermatogé€nese, mas ainda sem total
esclarecimento de como esta proteina atua no espermatozoide. Os resultados do presente
estudo sdo sugestivos de que direta ou indiretamente essa proteina ¢ importante no
processo de compactacdo da cromatina espermatica.

A queratina tipo II (Keratin type II) foi originalmente descrita como um
componente do citoesquele, mas recentemente também foi identificada como
componente da matriz nuclear (MENDOCA et al, 2017). Portanto, os resultados do
presente trabalho sdo sugestivos da participacdao direta desta proteina no processo de
compactagdo da cromatina espermatica.

A ”Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1” (UEV-1) estd envolvida no
processo de ubiquitinacdo de proteinas (GUDGEN et al., 2004). Como ja comentado,
durante o processo de compactagdo da cromatina espermatica, algumas proteinas

nucleares das espermatides sdo ubiquitinadas, o que seria um marcador para que esta
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proteina seja degradada (HARAGUCHI et al, 2007). Assim, a presenga de grande
quantidade desta proteina se faz necessaria para que ocorra uma correta compactacao
cromatinica. Da mesma forma, a pouca quantidade desta proteina pode prejudicar o
processo de compactagdo e consequentemente levar a formagdo de espermatozoides
com alteracdes cromatinicas

A cadeia alfa-1 do colageno tipo I (“Collagen alpha-1(I) chain (Alpha-1 type I
collagen)”) ¢ descrita como componente das fibras colagenas tipo I, encontradas em
diversas variedades de tecidos conjuntivos (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2017). Até o
presente trabalho, ainda ndo havia sido descrito a presenca desta cadeia em
espermatozoides, sendo dificil qualquer especulagdo de sua fung¢do nesta célula,
envolvendo ou ndo o processo de compactagdo cromatinica. Também fica dificil
considerar este achado uma simples contaminagdo, visto que as proteinas foram
extraidas de espermatozoides ejaculados, portanto, sem qualquer possibilidade de
contaminagdo de matriz extracelular de tecido.

A cromogranina-A (CgA) ¢ o membro mais distribuido da familia das graninas.
As cromograninas sdo glicoproteinas anionicas soliveis, encontradas na maioria das
células neuroendocrinas e neurais, co-armazenadas com outras substancias enddcrinas
(como insulina, glucagon, FSH e LH ou NPY) em granulos de secre¢do. Fora da célula,
foi sugerido que este peptideo, ou um de seus fragmentos, obtido por clivagem
proteolitica, poderia atuar de forma autdcrina ou paracrina, regulando a fun¢ao celular
ou a contratilidade dos segmentos vasculares. Foi demonstrada uma distribui¢do mais
ampla de células positivas para CgA em estruturas testiculares bovinas quando
comparadas com aquelas relatadas em ratos € homens. Em bovinos, as células que
expressam CgA estdo presentes tanto no epitélio seminifero quanto na populagdo de

células de Leydig. Uma fung¢do paracrina ou autocrina para CgA no testiculo ¢
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concebivel, o que ¢ corroborado pela identificagio de diversos fatores locais
relacionados & CgA ou substancias co-armazenadas com CgA nas gonadas masculinas
(PAYAN-CARREIRA et al., 2006). Apesar de ja existir informagdes relevantes sobre a
presenca CgA no testiculo e em especial, nas células germinativas de bovinos, ainda ndo
se sabe a verdadeira fun¢do desta proteina na espermatogénese. Os resultados do
presente trabalho sugerem sua participagdo no processo de compactacdo da cromatina
espermatica.

Dentre as proteinas com correlagdo negativa com a compactacdo cromatinica a
com correlagdo mais intensa foi a disferlina (“dysferlin (dystrophy-associated fer-1-like
protein)”), a qual esta relacionada com o reparo do musculo esquelético. Um defeito no
gene DYSF, localizado no cromossomo 2pl12-14, resulta em vdrios tipos de distrofia
muscular. Uma reducdo ou auséncia de disferlina, denominada disferlinopatia ¢
caracterizada por fraqueza e perda de varios musculos esqueléticos voluntarios
(PASSOS-BUENO et al., 1993). Em testiculos de cavalos pré-puberes (1,5 anos de
idade) a espermatogénese inicia localmente em 4reas claras e centrais que contrastam
com dareas periféricas escuras que ainda estdo inativas na espermatogénese. Comparando
a expressao de 9132 genes nas areas claras e escuras, Ing et al. (2004) verificaram que a
disferlina era mais expressa na area escura, ou seja, em regioes em qua ainda ndo existia
espermatogénese plena. Portanto, a correlagio negativa desta proteina com a
compactacdo da cromatina espermatica, pode ndo ser necessariamente devido a uma
acdo direta desta proteina interferindo no processo de compactagdo, mas o excesso desta
proteina ser um marcador de espermatogénese incompleta, o que pode que pode gerar
espermatozoides com cromatina nao totalmente compactada.

A principal proteina do plasma seminal bovino, a PDC-109 (“Seminal plasma

protein PDC-109”), liga-se aos fosfolipidios da colina na membrana plasmatica dos
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espermatozoides e induz o efluxo de colesterol e fosfolipidios de colina, o que ¢ um
passo importante na capacitagdo espermatica. A PDC-109 funciona como uma
chaperona in vitro, sugerindo que ela pode auxiliar no dobramento adequado de
proteinas envolvidas na via de capacitacao de espermatozoides bovinos (SANKHALA,.
SWAMY, 2010). Apesar de sua agdo positiva na capacitacdo espermatica, a alta
correlacdo negativa desta proteina com a compactacdo cromatinica encontrada no
presente trabalho, sugere que sua presenga na cabega do espermatozoide pode interferir
no processo de compactagao.

A proteina 1 associada a membrana do acrossoma (“Sperm acrosome membrane-
associated protein 1), ¢ uma proteina ¢ uma proteina de membrana que se localiza no
segmento equatorial de espermatozoides em mamiferos e funciona na fusdo de
espermatozoide-ovocito. Camundongos knockout para o gene Spacal (gene codificador
desta proteina) sdo inférteis. A causa dessa esterilidade seria a modelagem anormal da
cabega do espermatozoide gerando globozoospermia em humanos. A ndo expressao de
Spacal levou ao desaparecimento da placa nuclear, um denso revestimento do envelope
nuclear voltado para a membrana acrossomal interna. Isto coincidiu com o fracasso da
expansdo acrossomal durante a espermiogénese e resultou na degeneracdo e
desaparecimento do acrossoma em espermatozoides maduros. Assim, esses achados
esclarecem parte da cascata que leva a globozoospermia (FUJIHARA et al., 2012). Ou
seja, esta proteina estd ligada ao acrossomo, mas também participa com a morfogénese
da cabeca do espermatozoide. No entanto, de acordo com os achados do presente
trabalho, sua presenca em grande quantidade de alguma maneira interfere no processo
de compactagao cromatinica.

As proteinas relacionadas a actina (Arps) sdo uma familia altamente conservada

de proteinas que possuem extensa sequéncia e semelhanca estrutural com a actina.
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Todos os Arps caracterizadas sdo componentes de grandes complexos multiméricos
associados a cromatina ou ao citoesqueleto. Além disso, o genoma humano codifica
cinco Arps “orfas” conservadas, mas largamente ndo caracterizadas, dentre elas a
“Actin-like protein 7A" (Arp7A), que parecem ser especificas dos testiculos. Foi
mostrado que Arp7A, que possui 43% de identidade de sequéncia com B-actina, forma
um complexo com as proteinas do citoesqueleto Tes ¢ Mena na camada subacrosomal
de espermétides arredondadas (BOEDA et al., 2011). A presenga desta proteina em
excesso poderia prejudicar o processo de compactacao da cromatina ou, ao contrario,
ela participaria do processo de compactagdo da cromatina e sua presenca demonstraria
que o processo estaria ndo finalizado.

As hexocinases (HKs) realizam o primeiro passo no metabolismo da glicose,
catalisando a fosforilagdo da glicose para produzir glicose-6-fosfato (G6P). Entre as
principais isoformas da hexoquinase: HK1, HK2, HK3 e HK4, a HK1 ¢ a isoforma mais
onipresente que se associa a mitocondria através do seu dominio de ligacdo a porina
(PBD) no segmento N-terminal da proteina. Sabe-se que as células germinativas
masculinas tém uma arquitetura Uinica para a glicdlise, na qual as enzimas glicoliticas se
agrupam na regido da bainha fibrosa (FS) de espermatozoides. O flagelo do
espermatozoide contém o mecanismo necessario para a motilidade e conforme
demonstrado pelo silenciamento dos genes das enzimas HK, o ATP gerado via glicolise
¢ essencial para a motilidade dos espermatozoides e fertilidade masculina (KUMAR et
al.,, 2015). Baseado nestas informagdes, fica dificil sugerir qualquer mecanismo que
justifique a correlagdo negativa entre a grande presenga da proteina NKI e a
compactacdo cromatinica.

BAP29 (“B-cell receptor-associated protein 29”) e BAP31 sdo duas proteinas de

membrana homologas (0% de identidade de sequéncia em humanos) que residem no
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reticulo endoplasmatico (ER). Elas desempenham um papel no transporte anterégrado
de proteinas de membrana do reticulo endoplasmatico para o Golgi. A BAP31 controla
o destino de seus clientes ligados, que podem ser retidos no ER, progredir através da via
secretdria ou serem extrudados e submetidos a degradagdo associada ao ER. A BAP29 ¢
bem menos estudada, mas € conhecido por auxiliar ou regular a funcdo do BAP31 na
classificagdo de alguns clientes, incluindo moléculas de IgD e MHC de classe 1. A
BAP31 e possivelmente a BAP29 estdo além disso envolvidas na apoptose, participando
da ativagdo da caspase-8 (QUISTGAARD etal.,, 2013). Isso poderia justificar a
correlacdo negativa da BAP20 com a compactacdo da cromatina, pois o processo de
apoptose culmina em fragmentacdo de DNA, o que certamente levaria alteragdes na
compactacdo da cromatina espermatica.

A proteina “Heat shock-related 70 kDa protein 2” (HSPA2) ¢ frequentemente
relacionada com subfertilidade masculina (INTASQUI et al., 2018). Ela ¢ uma
Chaperona implicada em uma ampla variedade de processos celulares, incluindo
prote¢do do proteoma contra estresse, dobramento e transporte de polipeptideos recém-
sintetizados, ativagdo de protedlise de proteinas mal dobradas e a formagdo e
dissociacdo de complexos proteicos (RADONS, 2016). Sua presenga em grande
quantidade em espermatozoides com alteragdes na cromatina pode ser uma tentativa de
corregdo destas alteragdes, atuando nas proteinas do processo de compactacdo da
cromatina.

Na cabega do espermatozoide dos mamiferos, o nucleo ¢ fortemente associado,
em muitas espécies na sua parte posterior, com uma estrutura citoesquelética nao
filamentosa grande e densa, o calice, cujas principais proteinas sdo basicas,
representando uma categoria de elemento citoesquelético (VON BULOW et al., 1995).

Outros autores preferem denominar tal estrutura como teca perinuclear (TOSHIMORI,
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2009). A calicina (“calicin”) ¢ uma das proteinas que compde esta estrutura. Segundo
Modarres et al. (2019), a calicina também estd associada a biogénese do acrossoma. O
possivel papel da calicina como um elemento do citoesqueleto morfogénico que atua na
esp-emigénese ¢ discutido, pois sua auséncia estd relacionada com formas de
teratozoospermia em humano, tais como, "defeito da bainha pds-acrossomal” e "cabega
redonda", entre outras (VON BULOW et al., 1995). Assim como a proteina 1 associada
a membrana do acrossoma, esta proteina estd ligada ao acrossomo e participa da
modelagem da cabega do espermatozoide, pois sua deficiéncia pode gerar
globozoospermia. Da mesma forma do que com a proteina 1 associada a membrana do
acrossoma, de acordo com os achados do presente trabalho, sua presenca em grande
quantidade de alguma maneira interfere no processo de compactagdo cromatinica ou ¢

marcador de um processo de compactacao inacabado.

6) CONCLUSAO
As proteinas aconitase, Rab-30, ATP sintetase subunidade d, RanGNRF, ATP sintetase
subunidade b, protamina 1, Elfin, mtTFA, Catenina alfa-1, queratina tipo II, UEV-1, proteina 1
associada a membrana do acrossoma, cadeia alfa-1 do coladgeno tipo I e cromogranina-A de
alguma forma participam direta ou indiretamente do processo de compactagdo da cromatina
espermatica em bovinos. Ja as proteinas disferlina, PDC-109, proteina 1 associada a membrana
do acrossoma, Arp7A, Hexoquinase-1, Bap29, HSPA2 e Calicina de alguma forma, direta ou
indiretamente, interferem no processo de compactagdo da cromatina espermatica em bovinos, ou

sao marcadores de um processo de compactagao inacabado.
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