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RESUMO

A cromatina espermatica bovina é uma estruturadcéfipa, complexa, e que ainda nao
foi completamente elucidada. O presente estudodenw® objetivo purificar esta estrutura e
avaliar sua composicdo, bem como analisar sua fagido A purificacdo da cromatina foi
realizada através da remoc¢do das membranas csjulakindo envoltorio nuclear, seguido
de uma descondensacdo da cromatina resultantecdduyaosicdo molecular foi analisada
pelas técnicas biofisicas de eletroforese, cromatfiag liquida de alta performance e
espectofotometria de massa. Ja4 sua morfologian@lisada por microscopia eletrénica de
transmissdo. Os resultados mostraram uma compgsigéica rica em variantes de histonas
H2B, queratinas, bem como uma transcriptase rewergma nucleoporina de 50kDa. As
micrografias mostraram uma estrutura que aparemtairsa lamina nuclear e as fibras de
matriz, e estruturas toroidais interligadas coma estlha de fibras de forma mais concentrada
nas proximidades da lamina, além de uma estruturdoema de bastdo no centro do eixo
maior da cabeca espermética que esta vinculaddaa fisras de matriz e aos tordides

semelhantemente a lamina nuclear.

Palavras-chave:Cromatina, Espermatozoide, Bovino.



ABSTRACT

The sperm nuclear chromatin structure is a speabmplex, and that has not been
fully elucidated. This study aimed to isolate tbtsucture and evaluate its composition, as
well as analyze their morphology. Purification df@matin was performed by removing the
cell membrane and nuclear envelope followed bycu@ensation of resulting chromatin. Its
molecular composition was analyzed by biophysiemhhiques of electrophoresis, high-
performance liquid chromatography and mass speetrym And its morphology was
analyzed by transmission electron microscopy. Bselts showed a protein composition rich
in variants of histone H2B, keratin, and a revdraascriptase and a nucleoporin of 50 kDa.
The micrographs showed a structure that looks #ikeuclear lamina and nuclear matrix
fibers, a toroidal structures intertwined with thiesh of fibers in a more concentrated near
the nuclear lamina, and a rod-shaped structureeaténter of major axis of the head sperm

that bound to the fibers and the matrix toroidsilairty to the nuclear lamina.

Keywords: Chromatin, Sperm, Bovine.
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1. Introducéo

O nucleo do espermatozoide é hapléide e sua ciman@tintensamente condensada,
pois durante a espermiogénese dos mamiferos, mmdsssomaticas, proteinas nucleares
basicas, sdo substituidas em parte ou totalmentenpoleoproteinas especificas dos
espermatozoides, denominadas protaminas, as iscas em arginina e cisteina oxidada
(BLOCH, 1969). Sequéncias de DNA (20 a 50 kb) s@memente enroladas pelas
protaminas, formando estruturas em forma de ari@imogdais ou toroides, reconhecidas
como unidades béasicas da cromatina espermatica (etUdD, 1993). Ha algumas décadas,
acreditava-se na inexisténcia de matriz nucleagresftica e que a presenca de histonas no
nacleo seria um erro no processo de compactacdwoatirica, o que poderia interferir na
fertiidade do macho. Hoje, sabe-se que entre tastess toroidais, existem algumas poucas
regidbes contendo sequéncias de nucleossomos, Bsepi@o, geralmente, anexadas a uma
matriz nuclear.

Estudos tém sugerido que a matriz nuclear dosrespezoides possui papel crucial
na regulacdo do DNA depois da fertilizacdo, coatrdb fragmentacdo e degradacédo do DNA
antes e depois da fertilizacdo, e a replicacao A paterno depois da fertilizagdo. Este dois
processos estdo intimamente ligados e provavelmatgeerem no desenvolvimento do
zigoto. A ideia de que a matriz nuclear € necessdara a replicacdo do DNA, apoia a
sugestdo de que ela contribua com parte da condpodi prontcleo masculino, no zigoto
recém fertilizado. Apesar do baixo numero de pesguisobre a matriz nuclear de
espermatozoides de touro, Beletti et al (2004) mbsam que as alteracées na cromatina de
espermatozoides bovinos ocorrem principalmenteegides analogas onde o DNA se liga a
matriz nuclear em espermatozoides humanos, oursejixo central e na base da cabeca. A
participagdo da matriz nuclear espermatica na fodimado pronucleo paterno e
consequentemente na fertilizacdo e desenvolvimgmtembrido e a localizacdo da maioria
das alteracGes da cromatina espermatica, sugerera matriz nuclear e sua associagcao com
o DNA merecem maior atencao nas pesquisas sobragies da cromatina espermatica.

No entanto, pouco se sabe sobre a localizacdoaetearacdo da matriz nuclear de
espermatozoides de touro, bem como sua composigancq, 0 que evidéncia a necessidade
de mais trabalhos para um maior entendimento daizmatsua relacdo com as demais
estruturas com quais ela esta associada, bem coraanaior elucidacdo dos processos em

gue ela esta envolvida.
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Com este trabalho objetivou-se analisar a estrigusacomposi¢cdo da cromatina do
espermatozoide dgos taurus

2. Revisao de Literatura

2.1. A espermatogénese

A espermatogénese é um processo dividido em dadiggies, denominados
espermatocitogénese e espermiogénese. Estes pcassformam uma espermatogonia
dipléide em um espermatozoide hapléide com um puctendensado, um acrossoma e um
flagelo. A espermatocitogénese consiste de divisddéticas das espermatogdnias e a
subsequente manutencdo das mesmas (SENGER, 13f).edsa fase, as espermatogdnias
entram no processo de meiose para formar os edgertoa primarios e os subsequentes
espermatocitos secundarios apos a primeira diviggiotica, que por sua vez se diferenciam
em espermatides ao final da meiose (DADOUNE, 2003).

Na espermiogénese, ocorre 0 remodelamento da esjEnmem espermatozoide.
Neste processo, 0 ndcleo se torna transcricionaémeativo e a maior parte do citoplasma é
eliminado da espermatide em forma de uma vesi@dalual (SAKKAS et al. 2002). As
espermatides, durante a espermiogénese, podem lasmificadas em trés categorias:
espermatides primarias, com nucleo redondo, espidaaasecundarias, jA& em processo de
alongamento e condensacdo do nucleo e espermtgiderias, com nucleo ja condensado
(DADOUNE, 2003).

2.2. Formacéo da cabeca espermatica.

A formacdo da cabeca espermatica ocorre duranspexreiogénese no estagio final
da espermatogénese. Nesta etapa, a espermatideswiplexas mudancas que a levam a se
tornar uma célula de morfologia bastante especiRca este motivo, cada espécie tem sua
forma nuclear espermatica propria. O espermatozeiemuitos mamiferos, incluindo os
bovinos, tem uma cabeca espermatica espatulada AGANACHI, 1981). O acrossoma,
lamina subacrossomal, a manchete e a lamina nymdel@m ter papel correlato importante na
determinacéo do formato do nucleo. (RUSSELL etl@o]).
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A ligacao entre 0 acrossoma e o nucleo parecemarimplicagdo no remodelamento
nuclear. O complexo de Golgi é a fonte das vesicpté@acrossomais transportadas pelos
microtubulos e por actinas filamentosas até o d@xoma, onde elas se fundem e formam o
acrossoma. O acroplaxoma é uma placa de citoesguedetendo actina filamentosa e
gueratina 5 similar ao envoltério nuclear, excato ypm anel marginal. Este anel é ancorado
em um raso entalhe do envoltério nuclear por unraitesa parecida com um desmossomo,
que consiste de duas placas densas: uma acroskgata a membrana mais interna do
acrossoma e uma nuclear ligada ao envoltério nucl€a acroplaxoma € preso no nucleo
espermatico por um complexo LINC (Linker of Nuclesleton and Cytoskeleton) especifico
da espermiogenese, estendendo da lamina nucleaa darbjacente e ligado a actina
filamentosa. O acroplaxoma é responsavel por aneofandir as vesiculas proacrossomais
ao longo de sua placa, para formar a primeira uksiacrossomal e depois 0 acrossoma.
Também é responsavel por modular através da didimentosa e da queratina 5 as forcas de
tracdo originadas dos arcos de actina filamentasacdlulas de Sertoli alongando a cabeca
espermatica. O ancoramento do acroplaxoma no niedpermatico ndo se desfaz com
tratamento usando Triton X100. Actina filamentosgueratina 5 também s&o encontrados na
manchete. (KIERSZENBAUM, 2003)

A manchete é uma estrutura temporaria que condestam anel perinuclear com
microtubulos inseridos. O anel perinuclear da matecke liga na regido mais caudal do anel
marginal do acroplaxoma, logo apés as estruturadogas aos desmossomos do anel
marginal do acroplaxoma comecarem a se organizarsidco circular marca os limites entre
a sobreposi¢cao do anel marginal do acrossoma elgarnnuclear da manchete. Este sulco
marca o ponto onde chegam os arcos de filamentoactiea das células de Sertoli. A
manchete é localizada préxima ao maquinario GTBascRan, uma proteina envolvida no
transporte nucleocitoplasmatico e na regulacdo datagem de microtibulos ligados ao
nacleo (KIERSZEMBAUM, 2002).

Uma grande redugdo no volume nuclear resultampaeotamento do excesso de
envoltorio nuclear no chamado envoltério nucleaurelante dos espermatozoides de varios
mamiferos. Entretanto, o termo “envoltério nuclestundante” surgiu originalmente devido
0 desconhecimento de sua funcdo. Sua presencagida e pescoco do espermatozoide
maduro gerou inimeras especulacbes de que ele terpapel na fertilizacdo, onde o
envoltorio nuclear redundante poderia ser reinqagm no nucleo espermatico durante a
formacéo do pronucleo masculino (FAWCETT; ITO, 196%0 e Suarez (2003) propuseram

que uma por¢do do envoltério nuclear redundante espgrmatozoides maduros regula a
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hiperativagdo da motilidade, servindo como um diégpdie calcio intracelular.

Durante a condensacao nuclear da espermatithéstanas sdo gradualmente trocadas
por proteinas de transicdo (TP) e, entdo, protaniBatretanto, o desligamento de muitas
proteinas e os eventos de degradacdo sdo execumddsleo espermatico e no citoplasma.
Proteassomas e proteinas poliubiquitinadas, masgaala serem degradadas, séo localizados
em uma regido ndo condensada do nudcleo cercadanpoftério nuclear redundante. Os
produtos da degradacao proteica sdo supostamangpdrtados ao citoplasma da regido do
pescoco do espermatozoide através de poros nigleaq@odem se tornar parte do corpo
residual ou da gota citoplasmatica que é removalaalida espermatica durante o final da
maturacdo no epididimo. Durante a condensacao awu@esua reformatacdo, os poros
nucleares sdo movidos até o envoltorio nuclean@aiie na regido caudal do nucleo, porém,

ainda, ndo se sabe ao certo como ocorre este pood¢8RAGUCHI et al., 2007).

2.3. A estrutura da cromatina esperméatica e matrinuclear.

Nas espermatides iniciais, a cromatina de seusaslarredondados consistem de um
complexo de proteinas Histonas ligadas ao DNA, &mcho os chamados nucleossomos
(EVENSON, 1999a). Os nucleossomos se mantém ligadoBNA formando a chamada
estrutura de “cordao-de-contas” devido ao DNA efaml@ nos octameros de histonas
(WOLFFE, 2001). Ao longo da espermiogénese, estatesa desaparece e da lugar a fibras
mais finas, que se agregam até formar uma massadgen®a resultante da combinacdo do
DNA com protaminas (DADOUNE, 2003)

Essas mudancas morfoldgicas do nucleo se devemudancas na organizacdo da
cromatina espermatica, onde histonas sdo remodm&NA das espermatides e substituidas
por proteinas de transicdo, que por sua vez sastitsitbas por protaminas, que sao as
proteinas finais responséveis pela condensacatalilesacado da cromatina (ZHAO, 2001).
As protaminas interagem com o DNA formando estaguioroidais (também conhecidas
como “Doughnuts”) que variam de 50-100nm (ALLEN92® que sdo um enovelamento do
DNA em torno das protaminas. Cada tordide contemogno de 50kb de DNA. Ao final da
espermiogénese podem haver mais de 50.000 esgutn@idais empacotadas no nucleo
espermatico (BALHORN et al., 2000).

Além de protaminas e histonas espermaticas esms;item sido demonstrado que a
cromatina contém proteinas potencialmente ativakiimdo alguns fatores de transcricao
(PITTOGGI et al., 2001).
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Apesar do aumento do numero de trabalhos sobretrdz maclear espermatica, sua
composicao ainda ndo esta totalmente descritau@onha sugestdes de que alguns de seus
componentes sejam actina, miosina, citoqueratinapeetrina (OCAMPO et al., 2005), e
evidéncias de sintetase carbamil fosfato glutantependente, transcarbamilase aspartato,
dihidroorotase (CAD) (CARREY et al., 2002; OCAMP©Oat, 2005), transcriptase reversa
(GIORDANO et al., 2000) e também topoisomerasegTIBP2B) (SHAMAN et al., 2006).

A cromatina nuclear apresenta regides hiperseasitas nuclease, e que tém sido
descritas como proximas as regifes de matriz lggeatzs dominios de alga no DNA
espermatico humano, da mesma forma que a crongamaélulas somaticas potencializadas
a transcricdo (COCKERILL; GARRARD, 1986; CHANG dt, 4995). Foi proposto que a
fracdo nuclease hipersensitiva mantém uma estrumuckeossomal classica. Ela liga cada
tordide e os anexa a matriz nuclear (SOTOLONGQ. e2@03), sendo a enzima responsavel
por esta anexacéo seja a TOP2B (SHAMAN et al., 006

A cromatina parece ter também uma organizacdo ifispecpara teldmeros
(ZALENSKAYA et al., 2000) e centromeros (YARON dt, d998), pois estes parecem se
localizar consistentemente em areas especificarideo espermatico. Hibridizag&o in situ
de fluorescéncia por imunofluorescéncia indiretatno que as localizagdes de uma variagao
de histona H2B coincidem,, em sua maioria, comdesgde DNA telomérico (GINEITIS et
al., 2000).

Um modelo proposto para a organizacéo da estrdaicromatina espermatica, sugere
que ambos 0s niveis organizacionais (toroidesaspkgstao relacionados. Desta forma, cada
dominio de alca do DNA € condensado em um Unicziderde protamina, que por sua vez
sao fixados a matriz proteica em regidbes denominddd'Regides de anexacdo da matriz”
(MARS) (SOTOLONGO et al., 2003).

2.4. Proteinas da cromatina nuclear.

2.4.1. Histonas

As espermatides iniciais, assim como as célulasasoas, possuem as variantes H1,
H2A, H2B, H3 e H4. As variantes de Histonas de laglgerminativas sdo abundantes nas

células das linhagens espermaticas, porém pobresélalas somaticas. Existem também
variantes exclusivas do testiculo e células espaasq VAN ROIJEN, 1998).
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A acetilagdo e ubiquitinizacdo das histonas faeilita transformacdo da cromatina
espermatica de uma estrutura nucleossomal paraegstmnaura nucleoprotaminica durante a
espermiogénese (DADOUNE, 2003). Estudos com immlotioly e imunofluorescéncia
mostraram que um alto nivel de acetilacdo da H4recms espermatides quando comeca o
processo de remocao das histonas. A acetilacéisidasl especificas no dominio N-terminal
da H4 reduz sua afinidade pelo DNA, e dessa fommakxa a cromatina, permitindo
interacOes entre 0 DNA com outras proteinas espeasanucleares mais basicas, resultando
na substituicdo das Histonas (MCCARREY, 1998).

A atividade geral do sistema da ubiquitina € malorante a espermiogénese,
provavelmente por relacdo com o desarranjo masslas proteinas nucleares e
citoplasmaticas que ocorrem com as espermatidegrecesso de maturacdo (BAREENDS,
1999). A ubiquitinizacdo das histonas podem saci@hadas com a remocéo das histonas da
cromatina, visto que um aumento da quantidade déortds ubiquitinadas tem sido
observadas em espermétides em alongamento (BAREENDS).

A persisténcia de histonas tem sido relacionadasum déficit da protaminacéo, por
isso tem sido sugerido que a permanéncia de hsto@a € um evento normal e resulta em
uma estrutura imprépria e em uma alteragdo daikgtate da cromatina esperméatica. Porém,
devido a localizagcéo destas histonas tem sido islaggue elas funcionam marcando genes
gue sdo preferencialmente ativados durante o delsémento embrionario (EVENSON,
1999b).

2.4.2. Proteinas de transicao

Durante a condensacéo do nucleo espermatico, y@nésinas de transicdo (também
denominadas proteinas intermediarias) séo sintietizantes da deposicéo de protaminas.

Existem alguns eventos que ocorrem nesta fase garne®génese como: a
transformagao da cromatina nucleossomal em umaatmeande fibra fina, a iniciacdo da
condensacdo da cromatina e a cessacao da transchicéedita-se que as proteinas de
transicdo estejam relacionadas nestes processd$KtJRAO, 1996).

Embora, apenas as proteinas de transicdo 1 eer2 seais elucidadas é conhecido a
presenca de pelo menos quatro tipos de proteindsEicdo em bovinos (KREMLING,
1989). Estas proteinas sdo um grupo heterogénemtiEnas ligadoras de DNA que sdo mais
basicas que as histonas e menos basicas que asioax.

A proteina de transicdo 1 (TP1) é uma pequenizipede 54 aminoacidos rica em
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histidina, arginina, lisina e serina. Apesar dandea similaridade estrutural entre as
sequéncias conhecidas de mamiferos, apenas a TBdirdes, bovinos e caprinos contem
cisteina. Os residuos de aminoacidos basicos sdobdidos em intervalos regulares ao
longo da TP1, e acreditasse que sejam para seoliD&NA por alinhamento longitudinal ao

longo do sulco maior do DNA (COLE; KISTLER, 198A).TP1 parece também facilitar o

reparo de quebras nas fitas de DNA pela neutréiizda estrutura de fosfodiester do DNA e
trazendo as pontas mais proximas, permitindo umgasd reparar a quebra
(KIERSZEMBAUM, 2001).

A proteina de transicdo 2 é uma metaloproteinarngge a TP1. Ela contem entre
117-138 aminoacidos dependendo da espécie, e émicgerina e prolina e contém cisteina
(COLE; KISTLER, 1987). A proteina de transicdo Intenelhor efeito estabilizante e
condensador de DNA do que a proteina de transiccedta relacionada com o inicio da
condensac¢do da cromatina antes da producdo dasngmas. Por ser uma metaloproteina com
zinco, ela condensa o DNA de uma maneira zincorubpee, mostrando uma preferéncia
por sequéncias de DNA ricas em GC (KUNDU; RAO, 199%0 genoma eucaridtico, as
sequéncias ricas em GC melhor caracterizadas séalmass GpC, que sdo associadas a
dominios 5’ e 3' que por sua vez sdo promotoregeales. Estas regides ricas em GpC,
quando metiladas, inibem completamente sua comgexeom a proteina de transicao 2. Isto
leva a crer que o estado de metilacdo das ilhas BpONA espermatico, tem uma funcéo
regulatoria importante nas ligagcdes TP2-DNA e @it a organizacao das ligacdes de TP2-
DNA possa ditar uma certa ordem na protaminaca®MA. Alguns autores sugerem que,
imediatamente apds sua sintese, a proteina deicGan® é fosforilada, inibindo
temporariamente a propriedade de condensacéo dimidoGiterminal Isto permite que ela se
difunda pela cromatina facilitando sua ligacdo daduio de zinco nas sequéncias de ilhas
CpG. Sua subsequénte desfosforilacdo desencad@iciaoda condensacao (MEETEI et al.,
2002).

2.4.3. Protaminas

Todos os mamiferos eutérios possuem genes paratigos de protaminas, as
protaminas P1 e P2, porém somente uma porcao elghesssam a protamina 2. Na maioria
dos mamiferos, os genes que codificam as protaniira® e a proteina de transicao 2 estao
localizados no mesmo cromossomo e sdo agrupadssutueados em um grande dominio

metilado na cromatina das espermatides inciais (GH@l., 1997). Nos suinos e bovinos, a
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auséncia de protamina 2 foi atribuida a uma mutagio o gene responsavel por sua
transcricao (MAIER et al., 1990).

A protamina 1 de bovino € uma proteina de baix®@ peslecular, rica em arginina e
cisteina contendo aproximadamente 50 aminoacidogndos sua sequéncia
ARYRCCLTHSGSRCRRRRRRRCRRRRRRFGRRRRRRVCCRRYTVIRCTR{de pode
ser dividida em trés dominios estruturais diferentéma regido N-terminal caracterizada pela
sequéncia ARYRCC e pela presenca de serina e thigeoai posicdo 8 e serina nas posicoes
10 e 12 que podem ser regides fosforiladas (BALHORM2). Uma regido central rica em
arginina, que funciona como sitio de ligacdo pacaraplexagdo com o DNA. Uma regido C-
terminal mais variavel em diferentes espécies e apréém a maior parte dos residuos
hidrofobicos das protaminas. Segundo Wouters-Tyi®@91) as protaminas P1, através de
seus residuos de cisteina também podem se ligane.

Existem dois processos mediadores da condensacémuhatina espermatica, sendo
um processo, a fosforilagdo e desfosforilacdo degluos de serina, e um pouco menos, de
treonina da protamina (MAYER, 1981), e o outro psso, a formacao de ligacdes entre
residuos de cisteina caracteristicos da protand@easamiferos (BALHORN 1991, WARD;
COFFEY, 1991).

Logo apds a sintese, ao longo do final da espgéniese, e durante o periodo de
transporte ao nucleo, as protaminas sao altamesferiadas. Uma proteina Kinase 1
especifica de Serina/Arginina (SRPK1), que € altaemeexpressa em todas as células
germinativas, exceto nos espermatozoides madurgs, fasforilando a Protamina 1
(PAPOUTSOPOULOU, 1999). A fosforilacdo da protaménam processo rapido que facilita
a correta ligacdo destas proteinas no DNA, enquadgsfosforilagdo tardia € associada com
um aumento na condensacdo da cromatina (OLIVA; INXQ991). Entretanto, formas
fosforiladas de protaminas persistem no nucleo resgieco de diversas espécies,
provavelmente por uma relagdo a um processo deoslesfacdo completo. Formas
fosforiladas de protamina P1 ainda sao presenteséemn ejaculado de touro (PIRHONEN
et al., 1994).

A eficiéncia da formacdo de pontes de dissulfietiermoleculares depende do
posicionamento e da ligacdo das protaminas ao Dju&, é dependente de processos de
fosforilagdo e desfosforilagio (BALHORN et al.,, 498A estabilidade da cromatina é
determinada pelo nimero de pontes de dissulfetoadas entre os grupos tiol das cadeias de
protaminas adjacentes. Uma selenoproteina de 34kBsente apenas no ndcleo espermatico

age como uma peroxidase de tiol da protamina, ecpaser necessaria para 0s cruzamentos
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entre os grupos tiol de proteinas adjacentes dueantaturacdo espermatica (PFEIFER et al.,
2001). A avaliacdo do numero de pontes de dissuléeh protaminas de espermatides
maduras e de espermatozoides epididimais mostrewa gstabilizacdo da cromatina comeca
nos testiculos e continua durante a passagem gpédmimo. Os sulfetos de hidrogénio da
cisteina no espermatozoide testicular sdo oxidagosgressivamente conforme o
espermatozoide migra ao longo do epididimo (BREW&ERal., 2002). A quantidade de
pontes de dissulfeto entre as protaminas no espezaide ejaculado sao criticas no processo
de descondensacdo que se segue apoOs 0 processdildaddo. Sendo a fertilizacdo e o
tempo que ela demora dependente do numero de pdetedissulfeto no nucleo do
espermatozoide (LOVE; KENNEY, 1999).

A cromatina espermatica € a forma mais compactdaque o DNA pode se
encontrar, pelo menos seis vezes mais condens&doogDNA dos cromossomos mitoticos.
O DNA é organizado em dominios de lagos anexadostaz nuclear. A unido do DNA a
matriz nuclear e suas interagcbes com as protancm@poe estruturas toroidais individuais
chamadas também de Lacos de DNA “Doughtnuts” (WABDFFEY, 1991).

A protamina se liga ao DNA longitudinalmente. @gmmento central, rico em
poliargininas das protaminas P1 se encaixam noosuienor do DNA, cruzando e
neutralizando o arcabouco de fosfodiester. Ja sslues amino terminais e carboxil da
protamina participam na formacéo das interacoe®fdblicas e ligacdes de dissulfeto inter e
intra protaminicas (BALHORN et al., 1984).

A condensacao e estabilidade da cromatina espeamdepende das interligacdes
entre protaminas bem como sua ligagdo com o DNAaRtm um nucleo espermatico rigido
pode ser necessario para seu transporte eficiénteato reprodutivo feminino e para a
penetracdo do aparato que acompanha o ovocitodifera-se que esta estabilizacdo tambéem
compensa o fato da auséncia de enzimas de repddlAepermitindo um transporte mais
seguro do genoma masculino (MATSUDA et al., 198%davia, Shaman (2006) mostrou a
presenca de tais enzimas de reparagédo de DNA, adippoisomerase 11B (SHAMAN et al.,
2006).

2.5. Expressdo génica das nucleoproteinas duranteeapermatogénese nos mamiferos.
A expressao sequencial de nucleoproteinas espeasdlirante a espermatogénese €

dependente de ambas as regulacdes transcriciotraidueionais. Genes expressos durante a

espermatogénese codificam proteinas necessareppaiessos e atividades especificas das
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células germinativas. A regulacdo intrinsica daresgfio génica na espermatogénese ocorre
em trés niveis: transcricional, traducional e padticional. Genes para proteinas de transi¢ao
e protaminas sédo expressas nas espermatidessn@iRNA mensageiro para estas proteinas,
€ acumulado como particulas de ribonucleoproteénasim estado inativo no citoplasma por
varios dias antes de serem traduzidos nas espdemam processo de alongamento e
condensacgéao (EDDY, 2002).

A sintese e armazenamento de RNA mensageiro algmpo antes da traducéo é
necessario, ja que a transcricdo global cessa apsénas histonas sdo substituidas por
proteinas de transicdo. Isto tem consequéncias @aexpressdo génica ao longo da
espermiogénese ja que todos os eventos de exprgés@a, seguidos da substituicdo das
histonas, dependem dos processos poés-transcridpaitanto, o armazenamento de RNA
mensageiro e ativacao traducional exercem func@e&xpressao de varias proteinas de
esperméatide e espermatozoides que sdo sintetinadastagios mais tardios da maturacéo da
célula germinativa (KIMMINS, 2004).

Existem dois tipos primarios de regulacao traomguoral: a metilacédo; e os fatores de
transcricdo que se ligam ao TATA-box, ao CRE-boxouatra sequéncia especifica de DNA
nas regibes promotoras de nucleoproteinas (STEGRR9). Apenas as citosinas dos
dinucleotideos 5-CpG-3’ sdo encontrados metilaugs células de mamiferos, e acredita-se
gue a metilacdo da mesma tenha funcao de reducéatoracdo da transcricdo de um gene,
enquanto a desmetilacdo tem a funcdo de aumentativar a transcricdo de um gene
(STEGER, 1999). Entretanto, essa relacdo de métilde DNA e inativacdo ou ativacao de
genes especificamente expressados em células éspasmainda ndo € clara. Em
camundongos, os genes da Protamina 1 e Protetnand&ado 2, localizados no cromossomo
16, séo totalmente metilados quando estdo ativias péranscricdo. O oposto ocorre com 0
gene da Proteina de transicdo 1, que se mostraetiegln durante a atividade do gene
(CHOI et al, 1997).

Alguns fatores de transcricdo atuantes em célgasiinativas estdo envolvidos na
regulacdo de numerosos genes expressos em diviesdss. O TATA-Box, um dos
elementos de atuacéo cis (intramolecular) mais destritos em genes eucariotos, esta
presente em todos 0s genes de protamina ja desditgequéncia TATA encontra-se dentro
da regido -32 a -28 do comeco da transcricdo (OLIDIKXON, 1990). O TATA-box executa
uma funcdo importante na iniciacdo da transcri¢éveés da ligacédo de fatores de transcricao
na regido promotora. Tanto os componentes da RNiA@@se Il e a proteina de ligacdo ao

TATA (TBP) tem sido encontrados acumulados nas resfiéles iniciais de roedores,
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enquanto a concentracdo total de RNA aumenta stisums. A alta expressdo do gene da
proteina de ligacdo ao TATA implica no recrutamed® pelo menos dois promotores
maiores especificos de testiculo (SCHMIDT, 1997).

O segundo elemento de atuacéo cis nos gene®idnarde transicdo e da protamina,
o elemento de resposta a cAMP (CRE), é considezadgencial para atividade biol6gica das
proteinas de agdo trans aumentadoras e ligadoREBE). O elemento CRE corresponde a
sequéncia palindrébmica TGACG presente na posicdea-548 nos genes codificadores de
proteinas de transicado e protaminas (OLIVA; DIXAMN91). Entre os membros da familia
das proteinas CREB, as proteinas moduladoras de(CREM) séo altamente expressas nas
células de testiculos de roedores. O gene codificath CREM é notavel pela sua
especificidade celular, que pode gerar repressmrestivadores de transcricdo induzida por
cAMP. Apesar do envolvimento do horménio gonadfatoOFSH na alteracdo de repressores
CREM para ativadores CREM em células espermatioda ado ter sido confirmado, tem se
mostrado que a alteracdo genética na sinalizacéeakptor FSH nas células de Sertoli
induzem a uma inadequada condensacao da cromdRISHINAMURTHY, 2000).

2.6. Atividade nuclear no espermatozoide maduro d@mamiferos.

O estado inerte devido a alta condensacéo do eafroide parece entrar em conflito
com a descoberta da presenca de nucleases (MAIDIE), topoisomerase 11B (SHAMAN,
2006) e polimerases incluindo as DNA, RNA polimess trancriptase reversa em
espermatozoides maduros (HECHT, 1974).

Experimentos tem identificado nucleases especagtindogenas que sao induzidas a
responder a interacdo com moléculas de DNA exdgeunogue sdo ativadas depois de
prolongado tempo de incubacao de células espeasain meio de fertilizacdo (MAIONE,
1997). A cromatina espermatica liberada apés quedimranuclease endogena, trata-se de um
componente nucleohistona, que apesar de ndo s& tlat um octamero de histonas
tradicional, apresenta organizacdo nucleossomal caracteristicas tipicas de cromatina
ativa, sensivel a nuclease, e altamente rica em D&poson ndo metilado de varias
familias. Sugerindo que essas regifes sensiveisclease sdo alvos preferénciais para a
integracdo de sequéncias exogenas. Uma nuclea$8Qfii ativa que digere DNA em
fragmentos de ~50kb foi encontrada em espermategald hamster, camundongo e humano
(SOTOLONGO, 2005).

A atividade de nuclease no espermatozoide seg@ammo a atividade dos primeiros
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estagios de apoptose em células somaticas quecsaigpanhadas por quebra de DNA,
mediada por ativacédo da topoisomerase Il em fragmeate 50kb (SOLOVYAN, 2002). De
fato, a fragmentacdo do DNA no espermatozoide teostnado ser mediada por uma
topoisomerase |IB associada & matriz nuclear igieta com uma nuclease KifCa”
(SHAMAN, 2006). Coerentemente, outros achados té@strado que quebras mediadas por
topoisomerase |l no espermatozoide causa uma degradespecifica do DNA pronuclear
paterno em ovaocitos fertilizados e que este procésgompanhado da iniciacdo da sintese de
DNA no zigoto (YAMAUCHI, 2007).

J& foi descrito a atividade DNA-polimerasica egpegmatozoides bovinos (Hecht
1974). RNA-polimerase também foi observada em esgezoide de ejaculado bovino
(HETCH; WILLIAMS, 1978). Apesar da aparente ausérae necessidade para atividade de
DNA e RNA polimerases no espermatozoide maduro sidmsuposto que estas enzimas tem
funcao durante a fertilizagdo ou embriogénese (KERVIKRAWETZ, 1997).

Entretanto, novos trabalhos tém trazido novasagsobre a capacidade transcricional
do espermatozoide. Evidéncias mostram que moléapagenas de DNA e RNA séo
interconvertiveis pelo espermatozoide em humanogzendo a tona que talvez a
Transcriptase Reversa tenha funcdes no espermd¢oroaduro (SPADAFORA, 2008).
Microscopia eletronica de imuno-marcacao com ousando anticorpo anti-RT, mostrou que
moléculas de transcriptase reversa sdo estaveimdgudigadas a matriz nuclear
(GIORDANO, 2000). Quando espermatozoides epididintanduros sao encubados com
moléculas de RNA exdgenos, a transcriptase revers@ddgena do espermatozoide
retrotranscreve copias de DNA codificador que podemtransferidos ao zigoto durante a
fertilizacdo in vitro (GIORDANO, 2000). Este proses espontaneo tem sido bem
recentemente nomeado de “tranferéncia reversa de gediada pelo espermatozoide*
(SMRGT) (SPADAFORA, 2008).

A capacidade das células espermaticas de integoicatas exogenas de DNA e
RNA indica que a maquinaria normalmente inativat@dmscricdo espermética pode ser
ativada sobre certas condi¢cdes (HETCH; WILLIAMS78pP E plausivel que as regifes da
cromatina espermatica sensiveis a DNAse refletempatencial transcricional para genes
especificos envolvidos no inicio da embriogenesgreanto, mais trabalhos sdo necessarios
para maiores conclusdées (HETCH; WILLIAMS, 1978).

2.7. Relacdo entre a cromatina espermatica para aertilizacdo e sobrevivéncia

embrionéria.
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Atualmente, existe um conjunto de evidéncias queosam a idéia de que a
integridade da cromatina espermatica é importabeapenas para a fertilizacdo mas tambéem
para o desenvolvimento embrionario normal (WARD1®0 Espermatozoides ejaculados
com comprometimento da integridade do DNA, indifiéeenente do nivel de dano do DNA,
parece ter a capacidade de fertilizar ovécitos msma propor¢cdo de espermatozoides
normais. Entretanto, a extensdo do dano do DNA laciomado a falha ou mal
desenvolvimento embrionario, esta informacdo nos la sugerir que o ovocito tem a
capacidade de reparar alguns danos pré-existemtedlA espermatico até um certo limiar, e
a partir deste limiar, as capacidade reparativas al@citos se tornam inadequadas o que
causa uma falha no desenvolvimento embrionario (ABM NG, 1999).

Acredita-se que mudancas na arquitetura altamemg@nizada da cromatina
espermatica influencia a iniciacdo e regulacdo xqaessdo genica paternal em embrides
iniciais. O dano na cromatina espermatica € assodam uma descondensac¢ao anormal dos
padrbes da cromatina e um longo intervalo até @aigho da formacdo do pré-nucleo apos
fertilizacdo. Uma modificacdo sutil das proteinasleares espermaticas por tratamento com
dithiothreitol na presenca de um detergente ibmgpossibilitou o ndcleo espermético de
poder participar da embriogénese, sugerindo quernoificacdo dos componentes proteicos
foi responséavel pela falha na formacéo do zigotd R, 2010).

A habilidade da injecao intracitoplasmatica deeesmatozoides (ICSI) de passar pelos
anexos ovocitarios para a penetracdo espermatidaoia o sucesso do uso de sémen de
machos com oligozoospermia severa, teratozoosperazi@ospermia e espermatozoides
imoéveis (ENGEL et al., 1996). Entretanto, algunm@ss tem mostrado que uma qualidade
espermatica debilitada, uma caracteristica doepees usuarios de ICSI, levou a uma menor
porcentagem de embrides que chegaram a fase decidts baixa qualidade dos
blastocistos, e um aumento nas taxas de falha daidge (SHOUKIR et al., 1998).

Trabalhos tem mostrado evidéncias de uma assocegtre a presenca de dano no
DNA espermatico em humanos com um baixo nivel dasarpetros convéncionais de
espermograma (IRVINE, 2000). Contudo, um baixo dadie fragmentacdo de DNA nao
confere por si s6 uma garantia de fertilidade nbrfB¥ ENSON, 1999 b). A analise de
qualquer Unico parametro do sémen ndo nos da umaralicdo da fertilidade. J& amostras
de espermatozoides com estrutura cromatinica samdia,com outras anormalidades e sem
motilidade adequada, provavelmente tenha uma bartiidade ou infertilidade associada.

Portanto, uma combinacdo dos parametros convénmgier@mestado da cromatina podem ser
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mensurados para melhor predizer a fertilidade niasc(EVENSON, 1999 b).

Este trabalho teve como objetivo analisar a estraitura da cromatina espermatica de
touro, padronizar uma metodologia de extracéo deefmas da cromatina, inclusive da matriz
nuclear, e identificar por meio de sequénciamerdccigl, proteinas que compde este

complexo.
3. Materiais e Métodos

Foram utilizadas palhetas de sémenBies taurusde raca zebuina diluidos em
crioprotetor tris-gema e criopreservados em nitnamBquido, obtidas por eletroejaculador na

fazenda do gldria, na Universidade Federal de @bdra.
3.2. Lavagem do sémen

O sémen de oito palhetas de 0,5 mL foi colocadmaacongelado, em tubos de fundo
cobnico de 15mL contendo 8mL de tamp&do 50mM Tris-H@GpH, 1mM EDTA. Apos o
descongelamento e a homogeneizacgao, o frascorftifuagado a 750 x g por 15 minutos a
4°C, seguido de remocdo do sobrenadante. O pelleedsuspendido em 8 mL do mesmo
tampao, homogeneizado e novamente centrifugade pestedimento foi repetido trés vezes.

3.3. Separacao das cabecas dos espermatozoides

ApoOs a terceira centrifugacéo, o pellet foi reesifido em 1,5 mL do mesmo tampéao,
e sonicado em gelo por 17 minutos com pulsos deegQndos e intervalos de 15 segundos.
Posteriormente o material foi centrifugado a 100§ por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante
descartado, e adicionou-se 2 mL de tamp&do 50mMHUTIse Sacarose 1,1 M, 7.5pH no
material. Parte deste material foi diluido em 1:H)8 agua destilada para contagem em
camara de Neubauer para aferir a concentracaoatiegas na amostra, e posterior acerto da
concentracdo para 1x10abecas/mL usando-se tampdo 50mM Tris-HCI e Sseakd M,
7.5pH.

As cabecas foram isoladas das caudas usandoeultrifiegacdo a 75.600 X g por 45
minutos a 4°C, em um gradiente que consistia de @mtloreto de césio (CsCl) a 2,82M no
fundo de um tubo de 12 mL para ultra-centrifugéyrejposto por 4mL de sacarose 2,2M e

recoberto por 2 mL de amostra em tampao 50mM T@sdiSacarose 1,1 M, 7.5pH. Apds a
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centrifugacdo, o sobrenadante contendo as caudesifado cuidadosamente por pipetagem
e 0 sedimento de fundo resuspendido com tamp&ao2bnaM. A amostra foi lavada trés
vezes por centrifugacdo a 1000 X g por 30 minutd8Gem tampao Tris 25mM para se

retirar o excesso de CsCl.

3.4. Extracdo da cromatina e matriz nuclear

A extracdo da cromatina e matriz nucleares segu@ametodologia adaptada de
Bernard Robaire et. al. 2007. As cabecas isolamtasnf resuspendidas em 500uL de solucéo
contendo 1% SDS, 50mM Tris-HCI, pH 7,5, 1mM EDTApBL de coquetel inibidor de
protease e agitadas com Vortex por 10 minutos etpdeatura ambiente. Este tratamento tem
funcdo de remover o acrossoma e todas as membm@giazando o nucleo condensado e
ligado ao envoltdrio nuclear e alguns resquiciométerial perinuclear.

As amostras foram lavadas trés vezes por cegaigiio a 1.100 x g por 30 minutos a 4
°C com 1,5 mL de 50mM Tris-HCI, pH 7,5. Ap6s a uUklinlavagem, o material foi
ressuspendido em 500 pL de tampdo de descondensagdaonsiste de 40mM 1,4-
ditiotreitol (DTT), 0,25M (NH),Ss, 25mM Tris-Hcl, pH 7,5, e 5uL de coquetel inibice
protease e permaneceu por 40 minutos em temperatobgente. Foi, entdo, adicionado
4000U de Desoxiribonuclease | livre de RNAse e hgeneizado por 60 minutos sob Vortex
em temperatura ambiente.

Para purificacdo das proteinas foi usado o métddopreciptacdo por acido
tricloroacético (TCA). Para isso, foi adicionado wwiume igual ao da amostra de acido
tricloroacético a 20%. A amostra diluida foi enadda 4°C por 60 minutos, centrifugada a
4°C por 30 minutos a 750 X g, o sobrenadante fecaigado e adicionado 2 mL de acetona
gelada. Ap6s homogeneizacéo, o material foi incalzac€20°C por uma noite e centrifugado a
4°C por 30 minutos a 750 x G. O sobrenadante fxatéado e o pellet seco em estufa a 32°C
por 24 horas. Em seguida o pellet foi resuspeneitho0.1 mL de 0,1M de NaOH. As

amostras foram congeladas, liofilizadas e guardadeasongelador até sua analise.

3.5. Eletroforese de Policrialiamida com Duodedilf§to de Sédio 14% (SDS-
PAGE).

A eletroforese em gel de poliacrilamida a 14%, cagentes desnaturantes, foi

realizada conforme a técnica descrita por LAEMMIIBY0). Foi utilizado um gel de
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empilhamento a 5 % em pH 6,8 contendo 0,125 M @eHCI e 0,1 % de SDS e um gel de
separacao a 14 % em pH 8,8 e 0,1 % de SDS, manterglacédo acrilamida:bis-acrilamida
de 30:0,8 (m/m).

Amostras contendo de 50 pg de proteinas foram ldidas em tampéao Tris-HCI
0,0625 M pH 6,8; contendo 10 % (m/v) b-mercaptagtatO % (v/v) de glicerol; 0,2 % de
SDS e 0,001 % de azul de bromofenol como coranseprateinas foram completamente
dissociadas por imersdo da amostra durante 3 adaesiem agua fervente. Foram aplicados
no gel cerca de 9 pL de amostra, sendo tambémadpBcpadroes de massa molecular
dissolvidos no mesmo tampdo. Os padroes de masséscutares utilizados foram:
soroalbumina bovina (66.000), ovoalbumina (45.0@(yeraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(36.000), tripsinogénio (24.000), e a-lactoalboum{i4.400), numa concentracdo de 3,5
mg/ml. O tampéao do eletrodo continha Tris 0,025Q¥U¢ina 0,192 M e SDS 0,1 % (m/v) em
pH 8,3.

A eletroforese foi realizada com uma corrente @mistde 20 mA até o indicador azul
de bromofenol alcancar o final do gel (cerca de rh@dfutos). As proteinas foram coradas por
15 minutos numa solucdo de Coomassie Blue R-25( &0(m/v) dissolvidas em agua:
metanol: &cido acético (4:5:1 v/v) e descoradasgua: etanol: acido acético (6:3:1 v/v).

A mobilidade eletroforética relativa de cada paddialeterminada em centimetros e
a curva padrao para a determinacado da massa nal@parente foi tracada relacionando os

logaritmos dos valores da massa molecular dos paddm as distancias de migracao.
3.6. Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPL
3.6.1. Cromatografia de exclusdo molecular

O extrato de proteinas de cromatina espermati@&oddaurugPSCBt) foi submetido
a uma coluna de purificacdo em resina de exclusdecuar HiPrepTM 1/60 Superdex G-75
em sistema HPLC - AKTApurifierTM 10 (GE HealthcaBio-Sciences AB, Suécia). A
coluna foi equilibrada e as amostras eluidas erdddricarbonate de aménio 0,05M, pH=7,8.
As fracOes, contendo 2,0mL cada, foram coletadasuemfluxo de 30,0mL/hora. A

absorbancia de cada fracéo foi acompanhada embaipsm a 280nm.

3.6.2. Cromatografia de fase reversa
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Os dois primeiros picos, obtidos a partir da cragefia de exclusdo molecular
foram submetidos a cromatografia em fase reversaistema HPLC - AKTApurifierTM 10
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia). A amostraentrifugada a 10000xg por 15min
para retirada de particulas insollveis e aplicadalana, previamente equilibrada com o
eluente A (0,1% de TFA em agua Milli-Q®) a 23°C. piwteinas foram eluidas da coluna
usando-se gradiente linear continuo do eluente B{OFA em ACN de 0 a 100%). O fluxo
foi de 2mL/min; as proteinas foram detectadas aesorbancia a 280 nm e o material eluido
foi coletado em coletor automatico- modelo AKTA &850, Amersham-Pharmacia (Upsala,

Suécia).

3.7. Sequenciamento parcial por LC-MS/MS.

A amostra liofilizada (9,3 mg) foi diluida no taéo ureia 8M, Tris 100 mM, pH 8.8.,
na concentracao final de 10 mg/mL e aproximadam2htgg de proteina foi utilizada para
analise por espectrometria de massas avancaddighiata de 25 g foi adicionado o tampéao
ureia 8M, Tris 100 mM, pH 8.8., num volume final @@ pL, e 25 pg de ditiotreitol
(10pg/pL, volume = 2,5 uL) para a redugdo das godéedissulfeto das proteinas. Apos a
incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, ssteanti alquilada com 75 pg de
lodoacetamida (10 pg/pL, volume = 7,5 pL) por 2(hutos a temperatura ambiente no
escuro.

A amostra foi diluida 5 vezes (150 pL) com sotudg@ bicarbonato de aménio 0,1M.
A amostra foi, entdo, incubada com (l0de tripsina diluida a 0,2g/uL em bicarbonato de
amonio 0,1 M. A digestéo foi realizada a 37°C, dteao final de semana. A digestédo foi
parada com 1 pL de acido formico 100%, foi reakizadecnica de Zip Tip e a amostra foi
seca em speed vac.

Como etapa final do preparo das amostras, foramvielos sais e contaminantes nao
peptidicos através de Solid-Phase Extraction,zatilio-se coluna OASIS — Waters. O
condicionamento da coluna foi realizado com 1mladetonitrila e o equilibrio com 1 mL de
solucéo aquosa de acido formico 0,1%/acetonitéta A amostra foi diluida para 1 mL com
a solucdo de equilibrio e aplicada em coluna deusdo molecular. Apés lavagem com 1mL
de solucéo de equilibrio, a eluicdo dos peptideioeélizada com 500 mL de solucao de 70%
acetonitrila/ 30% agua/ 0,1% acido formico. As atrasscoletadas foram em seguida secas
em speed vac.

As amostras digeridas foram analisadas em e@peetro de massas do tipo LTQ
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ORBITRAP (ThermeFinnigan) acoplado a um sistema de cromatografiaas®flow (LG
MS/MS). Os dados adquiridos foram automaticamemtegssados pelo “Computational
Proteomics Analysis System — CPAS”. Os peptideestificados que atingiram o critério
minimo de qualidade (peptideprophet score <O0.7anfiorconsiderados como de alta
confiabilidade. Para as buscas, foi utilizada uoralinacéo dos bancos de dados Humano do

International Protein Index (IP1 v. 3.87) e bovino.

3.8. Processamento para Microscopia Eletrénica can$missao.

Para a analise em Microscopia Eletrbnica de Tr@aséio, as cabecas de
espermatozoide foram descondensadas. Para issoutifidado sémen pré-processado
conforme protocolo descrito no subcapitulo 2.2 telespitulo. O sémen foi centrifugado a
750 X g por 15 minutos a 4°C e resuspendido emml, %le tamp&o Tris-HCI 25mM, DTT
40mM e 0.5% de Triton X-100. A suspensado foi agitain Vortex por 10 minutos e
centrifugada a 750 X g por 15 minutos a 4°C e oes@uante foi removido.

O pellet formado por sémen com cabecas descoadiEndoi fixado em 1,5mL de
glutaraldeido 2% por 10 minutos. O material foitcémngado por 10 minutos a 750 X g a 4°C,
e o0 sobrenadante foi retirado. Posteriormente astfoi lavada trés vezes com solucdo PBS
1X com centrifugacdo 100 X g a 25°C por 10 mingt$a lavagem.

Apés a ultima centrifugacao, o sobrenadantedscdrtado e foi adicionado 0,5 mL de
Agar 5% a 45°C nos tubos de aliquota contendo a amostra e fomotados em estufa a
37°C por 24 horas. ApGs o endurecimento do Agée, fes removido do tubo e dividido em
fragmentos de aproximadamente 1 fnm

Posteriormente foi executado o processo de pésd; que consistiu em colocar 0s
fragmentos em 2 mL de solucéo de Osmio 1% por wre h

O material foi entdo desidratado usando-se bawl@o$ minutos de acetona em
diferentes concentracées na seguinte sequéncia; Bl%4G 80%, 85%, 90% e trés vezes de
100%.

Apos a desidratacéo foi realizada a impregnacéoresina Epon e acetona 1:1 por 12
horas em frasco lacrado e depois por mais quatrashem frasco aberto em estufa a 37°C.
Posteriormente, foi retirada a solucdo de resimanEpacetona e adicionada 1 mL de resina
pura. Apés quatro horas em estufa a 37°C, o mbferieetirado do frasco e emblocado em
resina pura, sendo mantido em estufa por trésads@SC.

ApoOs polimerizacdo da resina, foram obtidos sode 60 nm de espessura por
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ultramicromia, os quais foram colocados em telasatge de 200 mesh para microscopia
eletrbnica, contrastados por chumbo e uranila diaas em microscopio eletrénico de

transmissdo Zeiss Em 109, acoplado com sistemaptera de imagem digital Megaview

5.0.

4. Resultados e Discussao

O presente trabalho propde avaliar a cromatinaresjtiea de tourdos taurus seja
do ponto de vista estrutural ou de seu conteud®iom Apesar da importancia econémica na
reproducdo da espéddms tauruse por consequéncia do estudo da cromatina espeantti
mesmo, ainda é baixo o niumero de trabalhos queatestrutura da cromatina espermatica
bovina como objeto de estudo. Por esse motiveesidtados deste trabalho muitas vezes séao
cruzados e discutidos com resultados de ensaitizae@s com outras espécies, como por
exemplo humanos e roedores.

Inicialmente, as proteinas solUveis de cromatinaBde taurus(PSCBt), foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilantidrado com prata. Nossos resultados
mostraram a presencga de pelo menos cinco bandagadis conforme apresentado na figura
1.
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Figura 1: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% coenées desnaturantes do PSCBt.
Linhas: (1) Padrédo de peso molecular LMW (Low Malar Weight): albumina bovina
(66kDa), ovoalbumina (45kDa), anidrase carboni€&k[(®&), inibidor de tripsina (20.1kDa),
lactoalbumina (14.4kDa); (2, 3 e 4) PSCBt 420

Marcado em A se apresenta uma banda de peso deimpdamente 90kDa,
provavelmente uma proteina de cromatina ainda e&orith na literatura ou uma proteina
externa a matriz nuclear contaminante. A bandadd@aste provavelmente as queratinas 2, 5,
9 e 10 de pesos proximos a 62kDa. A banda marcadaocC provavelmente se referem a

DNAse utilizada na extracado de peso molecular 31EDa banda D provavelmente se refere
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a histona H2B tipo 1-N de 19kDa. As outras demaidginas de peso molecular abaixo de
14kDa ficaram compactadas no front do gel impedsdovisualizagéo.

Ao comparar o perfil de bandas conseguidas cord®BAGE com as descritas em
outros trabalhos aparentemente as proteinas daab@awadcada na figura como D séo
provavelmente histonas do tipo H2B, que tém sidwighda como possuindo importante
funcdo participando de um complexo de ancoramerde regifes teloméricas dos
Cromossomos na cromatina espermatica, sendo ges esmplexos mantem estrutura
semelhante a nucleossomos (GINEITIS, 2000).

Apesar da proteina mais abundante na cromatinanedflea ser a protamina, esta ndo
foi indentificada no gel de eletroforese, provavehte devido ao fato de que o SDS, por ser
um detergente ionico, acaba solubilizando e renwweas protaminas junto com as
membranas lipidicas do espermatozdide durante aepso de extracdo do PSCBt, e mesmo
as protaminas resquiciais presentes no gel, acabarastar presentes na linha de massa do
final do gel, o que impossibilita sua localizac&omesmo, este processo de solubilizagcéo da
protamina pelo SDS ja foi descrito anteriormente\fard (2013).

A quantidade reduzida de proteinas que apareceasntécnicas utilizadas neste
trabalho para a avaliagdo das proteinas da cramesipermética de touro, provavelmente se
deve ao fato da relativa perda de alguns tipoejuag e a drastica reducédo do volume total
de amostra ao longo do extenuante processo de&atra que explica em parte a presenca de
poucas bandas no gel de eletroforese SDS-PAGE.

Na tentativa de melhor identificar os polipeptidgossentes no PSCBt foi realizada
uma cromatografia de exclusdo molecular em coldmaSuperdex G75um (Sistema de
cromatografia em HPLC AKTApurifier-10). Esta codurde cromatografia separa as
moléculas por exclusdo molecular, esta técnicaakedos diferentes tamanhos de proteinas
contidas na amostra para sua separacdo. A matrigoldsma consiste em um material
hidratado e poroso, sendo estes poros de tamamifilaolo. Portanto, as proteinas maiores
ndo penetram nos poros da matriz, sendo eluidas rapidamente. Em contrapartida as

proteinas menores, que acabam por penetrar pealos, 9o eluidas mais tardiamente.
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Figura 2: Cromatografia em resina Superdex G75 do PSCBt &tensa HPLC
AKTApurifier™ 10. As proteinas foram eluidas conuidlas em tam&o bicarbonate de

amonio 0,05M, pH=7,8 com fluxo de 30ml/hora.

A partir do resultado obtido com a figura 2 foréeitas HPLCs em coluna de Fase
Reversa as fracdes F1 e F2 foram escolhidas pemtema concentracdo aparentemente
maior. Os HPLCs em fase reversa das fracdes F1 eef@am respectivamente as
cromatografias das figuras 3 e 4. O principio danatografia em fase reversa consiste em
utilizar as diferentes caracteristicas de hidradotdas moléculas da amostra, variando entre
um meio hidrofébico (matriz cromatografica ou fasstacionaria) e um meio hidrofilico
(eluente ou fase movel) de polaridade variada. $e fastacionaria € composta de longas
cadeias hidrocarbbnicas ligadas numa matriz deasilonde as proteinas se adsorvem
variavelmente. As proteinas da amostra adsorvidasotuna em condicdes aquosas S&o
eluidas por uma mistura de solvente aquoso e ag@anbm um gradiente crescente de
solvente orgéanico, de maneira a deslocar as pestasigletivamente para a fase mével.
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As fracdes F1 e F2 foram escolhidas neste tralfadh@presentarem picos de maior
absorbéancia em 280 nm. Isso sugere que estas $rapdesentam uma elevada concentracao
protéica. A assimetria da fracdo F1 sugere queas@aindo esté pura ou que varias proteinas
estao presentes.

Curiosamente, a cromatografia da fracdo F1 api@sesomente dois picos
sobrepostos (fig. 3). Isso demonstra que a fraga@ Eomposta, provavelmente, por duas
proteinas. Similarmente, a fracdo F2 também api@semm Unico pico (fig. 4), e uma
marcacgao nas fracdes anteriores a este pico, samesha picos de absorbancia que se tratam

de um artefato de técnica por entrada de ar nenssstio HPLC

FR Ramanido 09052012 10 UV1 280rm
f R amoaio A652012 10 F ractor
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Figura 3: Cromatografia da Fase Reversa obtido da fraca@s$titante do HPLC Superdex
G75 anterior. As proteinas foram eluidas com 0,124 Em ACN de 0 a 100% e fluxo de

2ml/min.
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Figura 4. Cromatografia do material passado em coluna de Ragersa obtido da fracdo F2

resultante do HPLC Superdex G75 anterior.

Todas as fragOes obtidas nas duas cromatografiasokina de fase reversa, foram
corridas em eletroforeses em gel de poliacrilampdsém nenhuma banda significativa foi
revelada. Isto se da provavelmente, pois, apesappd@ente concentracdo elevada de
proteinas nos picos das cromatografias de fasesgeviea pouca concentracdo de proteina
final purificada, que provavelmente sdo ricas egisaaromaticos mascarando o resultado.

Dando continuidade na busca por um melhor entendongas proteinas envolvidas
partiu-se, entdo, para a tecnica de espectofot@mde massa. Esta técnica consegue
identificacdo proteinas mesmo em concentracoemasfi A partir das técnicas utilizadas de
purificagdo foram encontradas uma série de praed® interessante correlacdo com a
literatura atual.

As amostras que foram parcialmente sequénciadasm@atadas com o banco de

dados, resultaram na lista dos seguintes peptm@deecidos mostrados na tabela 1.
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Tabela 1 Lista de variantes protéicas encontradas peloeseipdor:

Variantes Protéicas Encontradas Pesos Moleculares (Da)

Histona H2B tipo 1-O0 13906
Histona H2B tipo 1-K 13875
Histona H2B tipo 2-E 13920
Histona H2B tipo 1-L 13952
Histona H2B tipo 1 13934
Histona H2B tipo 1-D 13936
Histona H2B tipo 3-B 13908
Histona H2B tipo 1-B 13950
Histona H2B tipo 1-H 13892
Histona H2B tipo 2-F 13920
Histona H2B tipo 1-K 13890
Histona H2B tipo F-S 13944
Histona H2B tipo 1-J 13904
Histona H2B tipo 1-M 13989
Histona H2B tipo 1-N 19003
Histona H2B tipo 2-F isoforma b 14841
Similar ao cluster de histona 3, H2bb 14942
Similar ao cluster de histona 1, H2bd 13920
Similar ao cluster de histona 1, H2bg 13906
Similar ao cluster de histona 1, H2bk 13936
Similar ao cluster de histona 1, H2bj 13980
Queratina 18 47964
Queratina 2 65865
Queratina 5 62378
Queratina 9 62064
Queratina 10 58827
Queratina 1 69038
Transcriptase Reversa 55067
Nucleoporina de 50kDa 50144
Inibidor de tripsina pancreatica 10902
Desoxiribonuclease 1 (DNAse 1) 31345
Quimiotripsinogenio B 25755
Precursor de Tripsina 24409

Foram encontradas inUmeras variantes de histona ¢12f8ie provavelmente esta
relacionado com as regides teloméricas ligadas tdzmauclear, que séo regides de perfil
nucleossomal ricas em H2B, essas regides ficamlizadas na periferia do nucleo

espermatico onde ocorre 0 ancoramento destas niaalgmoteindcea da matriz nuclear,
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adjacente ao envoltério nuclear (ZALENSKAYA et aD00; GINEITIS et al., 2000, DE
LARA 1993)

Foi encontrado também alguns tipos de querathaqueratina 5 identificada
provavelmente é a mesma identificada juntamente aatina filamentosa nos processos de
formagao do acroplaxoma, do ancoramento da manahdeemodulacéo das forcas de tracao
que as ceélulas de Sertoli geram no elongamentaabeaca espermatica na espermiogénese
(KIERSZENBAUM, 2003). A queratina 5 faz também ocaramento do acrossoma na
lamina nuclear subjacente ao envoltério nucleae @RSZENBAUM, 2004).

A queratina 9, uma das proteinas encontradas) éomponente do anel perinuclear
da manchete encontrada em espermétides em desemmiy, e tem funcdo de ancorar a
manchete na regido de pescoco do espermatozoi¥&IifRlet al., 2005). Porém este anel
persistindo no espermatozéide maduro € possiveklguge associe a outro anel proteico que
existe na mesma regido, o anulus nuclear que éticnds ancoramento para DNA (WARD;
COFFEY, 1989) que nao se desfaz no tratamento deoddensacdo da cromatina
(FARRINGTON, 1991). Mas ao contrario da lamina pneéicea da matriz nuclear, o DNA
ligado a este anel ndo tem relacdo com regidemézicas (DE LARA, 1993).

Foi identificado também a queratina 10, um hédéramero composto de queratinas
tipo | e Il. Pouco se sabe sobre a funcdo desteatju@ no espermatozoide, mas em um
ensaio onde se analizou biopsias de testiculos oeeis com espermatogenesis
comprometida, concluiu-se uma relacdo de disturbmsexpressdo de Queratina 10 com
alteracOes na espermatogénese (ADLY; HUSSEIN, 2011)

Além das Histonas também foram encontrados otifos proteicos. Uma delas é a
Transcriptase Reversa, que no espermatozoide telgpessa na matriz nuclear espermatica,
este dado vem corroborar com a teoria de que coU@o é transcricionalmente inativo.
E/ou que a presenca de maquinario de transcrig@&onpatambém seja necessario no inicio
do desenvolvimento embrionério (GIORDANO et al.0@pD

Outra proteina encontrada foi uma Nucleoporina 8@kDa, filamentosa
intermembranica e que faz parte do complexo dceopdro, estes nucleoporos sao arrastados
durante o desenvolvimento espermatico para a pgaosterior do nucleo na regido de
envoltério nuclear redundante (HARAGUCHI, 2007)te&Egransposicdo local-especifica é
possivelmente executada pela lamina nuclear adgcerdevido ao fato desta nucleoporina
ter resistido a remocao do envoltorio nuclear eavgvelmente esta ancorada na lamina e

pode ter relacdo com o ancoramento dos péros maslea
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As proteinas Inibidor de tripsina pancreatica, d@tonuclease 1 (DNAse 1),
Quimiotripsinogenio B e Precursor de Tripsina s@bstncias utilizadas na extragdo da
cromatina nuclear.

A analise por miscroscopia eletronica de trandioisslas cabecas de
espermatozoides com nucleo descondensado pelmémtia com detergente e DTT, gerou
eletromicrografias que mostram estruturas circalaedetrodensas de aproximadamente
50,85+6,71nm (Figuras: 5 a 17). Muitas vezes aamegientral destas estruturas aparece
menos eletrodensa (Figuras: 6, 7 e 10). Frequentema&s estruturas circulares foram
observadas interligadas por uma malha fina semiglleauma rede (Figuras: 1 a 17). Esta
malha filamentosa também interliga as estruturasulares a um arcabouco periférico,
eletrodenso, com formato semelhante a silhuetaalaca do espermatozoide (Figuras 1 a
18). Nas cabecas mais descondensadas as estresiEeisas se acumulam principalmente
proximo ao arcabouco periférico. Em algumas poeteisomicrografias foi observado uma
estrutura eletrodensa em forma de bastao posi@otettralmente no eixo longitudinal e que
aparenta ter um alto nivel de interacdo com a mélamentosa circundante e com as
estruturas circulares, semelhante a interacdo ciibanco eletrondenso com a malha e as
estruturas circulares, porém este bastdo nédo aypmesentinuidade com o arcabouco (Figuras
12 e 13).





