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RESUMO

A matriz nuclear dos espermatozoides possui papel crucial na regulagéo, fragmentacéo
e degradacdo do DNA antes e depois da fertilizacéo, e na replicacdo do DNA paterno depois
da fertilizacdo. Com o proposito de melhor conhecer a organizacdo da matriz nuclear de
espermatozoides de touros, o anulo nuclear da matriz nuclear de espermatozoides bovinos foi
isolado e por visualizagdo em microscopia eletronica de varredura foram mensurados seu
comprimento e largura. Com o isolamento do anulo nuclear, verificou-se que este em
espermatozoides de touro possui formato eliptico com comprimento e largura médios de 1,10
um e 0,54 pm, respectivamente. Além disso, a andlise citoquimica permitiu caracterizar o
anulo nuclear como uma estrutura glicoproteica complexada com DNA e o MALD-TOF
evidenciou que o complexo é formado por inUmeras proteinas sendo algumas de alto peso
molecular. Dentre estas proteinas, existem algumas com grande peso molecular (em torno de
400 kDa), ja identificadas no genoma bovino, mas ainda ndo caracterizadas. Existem outras
proteinas (KTR9 e proteina associada ao microtibulo) que sugerem ser o anulo nuclear uma
estrutura transenvoltdrio nuclear e outras que sugerem que 0 mesmo participe do processo de
compactacdo da cromatina (MGC127041, MGC137211) e mesmo da morfogénese (KRT9 e
DPY19L2) da cabeca durante a espermiogénese.

Palavras-chave: Espermatozoide, matriz nuclear, microscopia de varredura, anulo nuclear



ABSTRACT

The sperm nuclear matrix has the critical role in regulation of DNA fragmentation and
degradation before and after fertilization, and paternal DNA replication after fertilization. In
order to better understand the organization of the nuclear matrix sperm of bulls the annulus
nuclear the nuclear matrix of bovine sperm was isolated and visualization in scanning electron
microscopy were measured its length and width. With the isolation of the nuclear annulus, it
was found that in this bull sperm has an elliptical shape with the mean length and width 1.10
pm and 0.54 pum respectively. In addition, histochemical analysis allowed characterization of
the annulus, as a nuclear structure glycoprotein complexed with DNA and MALD-TOF
showed that the complex is formed by any of numerous proteins with high molecular weight.
Among these proteins, there are some high molecular weight (about 400 kDa), as identified in
bovine genome but not yet characterized. There are other proteins (KTR9 and microtubule-
associated protein), which suggest that the annular structure is trans nuclear envelope and
other that suggests it participates in the process of chromatin condensation (MGC127041,
MGC137211), and morphogenesis (KRT9 and DPY19L2) of the head during spermiogenesis.

Keywords: nuclear annulus, nuclear matrix, scanning electron microscopy, spermatozoon.
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1- INTRODUCAO

Estudos recentes com roedores tém sugerido que a matriz nuclear dos espermatozoides
possui papel crucial na regulacdo do DNA depois da fertilizagdo, regulando fragmentagéo e
degradacdo do DNA antes e depois da fertilizacdo, e a replicagdo do DNA paterno depois da
fertilizacdo. Este dois processos estdo intimamente ligados e podem responder a sinais
provenientes do zigoto in vivo.

Na maioria das células, o DNA é funcionalmente organizado por uma rede proteica
designada de matriz nuclear. Quando isolada e visualizada por microscopia eletronica, esta
ultraestrutura assemelha-se a arquitectura fibrosa do citoesqueleto A lista de proteinas
compreendendo a matriz nuclear é vasta e, até certo grau € do tipo célula dependente.
Associado com a matriz nuclear tem-se varias proteinas estruturais como actina e miosina e
lamina B, bem como fatores de transcricdo tais como os modificadores de topoisomerases
(JOHNSON et al., 2011).

A matriz nuclear é necessaria para a replicacdo do DNA apoia a sugestdo de que a
matriz nuclear espermética fornece um pouco da composicdo de prondcleo do zigoto recém-
fertilizado (BARTON et al., 2005). Apesar da quase inexisténcia de pesquisas sobre a matriz
nuclear de espermatozoides de touro, Beletti et al (2004) observaram que as alteracbes na
cromatina de espermatozoides bovinos ocorrem principalmente em regiGes onde o DNA se
liga a matriz nuclear, ou seja, no eixo central e na base da cabega. Por sua importancia para a
funcdo do pronicleo paterno e consequentemente para a fertilizacdo e desenvolvimento do
embrido e devido a localizacdo da maioria das alteracbes da cromatina espermatica, acredita-
se que as pesquisas sobre integridade do DNA espermético em touros devem se focar na
matriz nuclear e sua associacdo com o DNA. No entanto, pouco ou quase nada se sabe sobre a
localizacdo e caracterizagdo da matriz nuclear de espermatozoides de touro.

Com o presente trabalho objetivou-se identificar e caracterizar o anulo nuclear

(componente da matriz nuclear) de espermatozoides de touro.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1- Descoberta e caracteristicas dos espermatozoides

Os espermatozoides foram descritos pela primeira vez a mais de 300 anos por
Leeuwenhoek. Ele notou que cada um dos animaliculos, como foram denominados o0s
espermatozoides, tinham uma cabeca e uma cauda. Houve grande controvérsia sobre o real
significado dos espermatozoides por muitos anos, até que em 1830 eles foram reconhecidos
como parte do sémen e essenciais para fertilidade do individuo (STECHELL et al., 1982).

A capacidade de fecundacdo dos espermatozoides estd em funcdo de alguns dos
aspectos funcionais mais importantes, como a motilidade progressiva, capacitacdo, reacao
acrossdmica e habilidade de ligacdo e penetracdo no ovdcito resultando no desenvolvimento
embrionario (JONES, 1998). Os espermatozoides para serem capazes de fecundar o ovdcito,
devem ser morfolégica e funcionalmente normais, caracteristicas originadas no testiculo
durante a espermatogénese (NISHIMUNE e OKABE, 1993) e complementadas na passagem
pelo epididimo (fase de maturacdo) (BANKS, 1992).

2.2- Desenvolvimento fetal e gametogénese masculina

Durante a vida fetal e neonatal, a gametogénese e a esteroidogénese parecem
independentes, ao passo que no inicio da puberdade elas se tornam intimamente relacionadas.
Os testiculos, assim como os ovarios, possuem dupla funcdo: uma enddcrina e outra exocrina.
Sendo, a espermatogénese, estimulada pelo horménio foliculo estimulante (FSH) e aumentada
pela acdo dos androgenos, principalmente a testosterona (BANKS, 1992).

A estrutura béasica dos testiculos permanece inalterada desde a diferenciacao sexual até
o0 inicio da puberdade. Os corddes seminiferos sdo delimitados por células de sustentacgéo,
enquanto que as células germinativas indiferenciadas ou gondécitos ocupam a parte central
(BANKS, 1992).

O tecido intersticial que preenche o espacgo entre os corddes sexuais € composto de
células alongadas do tipo conjuntivo e de células esteroidogénicas, reconhecidas por um
reticulo liso abundante e pela presenca de mitocdndrias com cristas tubulares. As células de
Leydig secretam andrégenos logo que a fungdo gonadotrofica seja desencadeada. Contudo, as
células de Leydig séo sensiveis as gonadotrofinas e sua atividade esteroidogénica continua
dependente intimamente da secrecdo gonadotréfica. Em bovinos, a secrecdo de

gonadotrofinas tem inicio com 45 dias e, as células de Leydig fetais sdo rapidamente
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estimuladas pelo LH e a testosterona até a regressao da funcéo gonadotrofica (HAFEZ, 1995).

No inicio da puberdade recomega a secrecdo de gonadotrofinas e as células de Leydig
sdo reativadas. Em suinos, as células de Leydig que foram ativadas durante a vida fetal e
neonatal, ocupam grandes areas entre os tubulos, enquanto que ap6s a puberdade, as células
peritubulares é que sdo mais ativas (VAN STRAATEN e WENSING, 1978). Esta observacéo
tende a dar reforco a hipdtese hd muito debatida de que existem duas populacées de células de
Leydig, uma fetal e outra na puberdade.

Do ponto de vista pratico, um animal macho atinge a puberdade quando for capaz de
emitir gametas e de manifestar sequéncias completas de comportamento sexual. Basicamente,
a puberdade é o resultado de um ajustamento gradual entre a atividade gonadotréfica em
crescimento e a habilidade das gbnadas de simultaneamente a esteroidogénese e a
gametogénese. No macho, a testosterona aumenta progressivamente desde 0s niveis muito
baixos até os de adulto, em resposta a secrecdo de gonadotrofinas. O alcance da secrecdo de
testosterona aumenta a medida que a puberdade avanca, e finalmente os niveis médios de
testosterona permanecem definitivamente altos (BANKS, 1992).

No inicio da puberdade, os niveis de secrecdo gonadotrofica aumentam sua amplitude
e frequéncia pulsateis (FOSTER et al., 1978).

O espermatozoide é o produto final da gametogénese masculina, a qual ocorre dentro
dos tubulos seminiferos dos testiculos. Este processo envolve uma série de divisbes mitéticas
das células germinativas primordiais, duas divisdes meidticas dos espermatdcitos e um
processo de remodelagem das espermatides, dito espermiogénese, antes do gameta masculino
ser liberado na luz dos tdbulos seminiferos por espermiacdo e para uma espermatogénese

6tima os testiculos dos mamiferos devem descer para a bolsa escrotal (BANKS, 1992).

A espermatogénese estd ligada, como qualquer outro fenbmeno metabdlico, ao
acionamento de hormdnios, mediante o comando da hipéfise e dos testiculos. E uma
sequéncia de eventos pelos quais as espermatogdnias se transformam no final em
espermatozdides. A espermatogénese ocorre a nivel dos tubos seminiferos dos testiculos e
divide-se em quatro fases: multiplicacdo, crescimento, maturacdo e diferenciagdo ou
espermiogénese (BANKS, 1992).

A funcéo testicular normal requer estimulagcdo hormonal pelas gonadotrofinas que por
sua vez, sdo controladas por secre¢des pulsateis de hormonios liberadores de gonadotrofinas
(GnRH) do hipotalamo.. Tamanha a importancia do eixo-hipotalamo- hipofisario -gonadal é

comprovada quando realiza-se a hipofisectomia, resultando na cessagdo da espermatogénese.
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Sendo restaurada apds tratamento com FSH e LH ou FSH e testosterona, feito imediatamente
a cirurgia em ratos. Em outras espécies, contudo, requerem FSH em adic¢do ao esteroide para a
manutencdo da espermatogénese (BANKS, 1992).

Outros hormonios (prolactina, horménio do crescimento e hormonio estimulante da
tiredide) podem apresentar papéis secundarios no suporte a fungdo testicular embora néo
existam evidéncias que comprovem tal fato (SCHANBACHER, 1984).

Imprescindivel a espermatogénese € a presenca e expressao de varias proteinas
especificas para cada uma das suas fases de formacao celular. Dentre estas proteinas, de
extrema importancia estdo as histonas, que, na fase final da espermatogénese, séo substituidas
por protaminas cujo papel € reorganizar o DNA, constituindo-se uma estrutura altamente
condensada, a cromatina (WARD et al., 1999).

No processo de reorganizacdo da cromatina, desempenha papel importante o grupo de
proteinas de transicdo (TP - transition nuclear proteins) (YU et al., 1999). No inicio da
meiose e pos-meiose, foi observado que as proteinas HSP70 (heat- shock proteins), HSP70-2
e HSC70T sdo responsaveis pela protecdo contra o estresse térmico, esclarecendo, entre
outros fatores, 0s eventuais aparecimentos de patologias esperméaticas em animais criados em
climas tropicais (EDDY, 1999).

Nos bovinos a espermatogénese demora 65 dias para ocorrer e a temperatura normal
da espermatogénese é de 2°C a menos que a temperatura da cavidade abdominal que é de
aproximadamente 39°C, variando de acordo com as racas. Sendo que a producdo diaria de
espermatozoides no touro adulto é da ordem de 12 a 14 bilhdes (HAFEZ e HAFEZ, 2000).

O reprodutor bovino como parte imprescindivel a cadeia de producdo animal deve
apresentar eficiente potencial de fertilidade in vitro e in vivo, ou seja, capacidade de
fecundacdo. Em particular, o potencial reprodutivo in vitro é cada vez mais utilizado para
garantir a réapida transmissdo de caracteristicas produtivas desejaveis. Nesse sentido, tem-se
procurado, por intermédio das técnicas de reproducdo assistida, testar e utilizar todas as
estruturas celulares espermaticas que possam apresentar capacidade fecundante como: as
células primordiais oriundas dos tabulos seminiferos (MARTINS et al., 2000), os
espermatozoides epididimais (KIKUCHI et al., 1998) e ejaculados. Entretanto, para 0 sucesso
destas técnicas, € importante que se conhecam os fatores e mecanismos envolvidos na sua

capacidade fecundante, desde a formacéo até saida através do ejaculado.

Alguns pardmetros tradicionais como vigor, a motilidade, a concentracdo e a
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morfologia espermética sdo utilizados na avaliacdo do sémen. Entretanto, reprodutores com
espermograma normal podem se comportar como subférteis, ou passarem por periodos de
subfertilidade. As alteracdes na compactacdo da cromatina dos espermatozoides sdo possiveis
explicacBes encontradas para tais comportamentos (BRITTO e MELLO, 1988). Em razéo da
imperfeita compactacéo de cromatina, 0 DNA torna-se mais susceptivel ao estresse oxidativo
(TWIGG et al., 1998). Além disso, sabe-se por meio de outros estudos que espermatozoides
que sofrem fragmentacdo da cromatina espermatica podem ser incapazes de realizar
fertilizacdo (YAMAUCHI et al., 2007).

2.3- A estrutura da cromatina espermatica

Como demonstrado em algumas pesquisas a morfologia da cabeca dos
espermatozoides € basicamente condicionada pela estrutura nuclear e esta nos
espermatozoides dos mamiferos é quase que totalmente constituida de cromatina, portanto
espera-se que alteracdes em tais estruturas gerem o aparecimento de anomalias morfoldgicas
(SAILER et al., 1996; FERRARI et al., 1998; OSTERMEIER et al., 2001; BELETTI et al.,
2005).

Espermatozoides de touro com anomalia na compactagdo da cromatina foram
diferenciados pela primeira vez por Gledhill (1966), sendo que estes apresentavam uma
resposta mais intensa a reacdo de Feulgen. Segundo Evenson et al. (1980) com a utilizacao de
desnaturacdo acida ou térmica, posterior coloracdo com alaranjado de acridina (AA) e analise
em citofotdbmetro de fluxo com ultravioleta, os espermatozoides com cromatina normal
coram-se em verde e 0s com alteracdo, em vermelho alaranjado. O método de Evenson et al.
(1980) foi modificado por Tejada et al. (1984), que utilizaram coloragdo com AA em
esfregacos de sémen humano, obtendo bons resultados na diferenciagdo de espermatozoides

normais e andémalos.

Essa metodologia, apesar de ser mais subjetiva que a de Evenson et al. (1980),
dispensa o uso do citofotdmetro de fluxo tornando seu custo menor. Mello (1982)
desenvolveu o método da "metacromasia induzida" utilizando Azul de Toluidina, (AT) em pH
4,0, apos hidrdlise acida, sendo que 0s espermatozoides normais coram-se de verde a azul
claro e os anormais de azul escuro a magenta. Esse método € ainda mais barato, pois dispensa
0 uso de microscopia de fluorescéncia. Como a avaliagdo visual de esfregagos de sémen € de

certa forma subjetiva, Beletti et al. (2004) desenvolveram um software para avaliacdo de
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esfregacos corados com AT, utilizando-se imagens digitais capturadas em microscopio de luz
acoplado a cadmera ligada a microcomputador. Isto possibilitou uma avaliacdo mais objetiva,
permitindo inclusive caracterizar diferentes tipos de alteracdes cromatinicas. No entanto, este

tipo de avaliacdo € ainda pouco acessivel aos profissionais de campo.

A estrutura do espermatozoide maduro pode ser dividida em duas regides: a cabeca e a
cauda ou flagelo. A cabeca é composta pelo acrossoma e o nucleo, sendo que a do
espermatozoide é menor do que o da maioria das células somaticas, pois sua cromatina esta
altamente condensada (EDDY, 2006). As principais proteinas nucleares associadas a
cromatina nuclear sdo as protaminas, proteinas basicas relativamente pequenas (25-65

aminoacidos) ricas em arginina e alguns residuos de cisteina (STECHELL, 1982).

Em relacdo a cromatina de espermatozoides de mamiferos, sua unidade basica que é o
toroide de protamina, foi descrito pela primeira vez por Balhorn e colaboradores em 1982
(ALLEN et al., 1992; HUD et al., 1993). Esta consiste em cerca de 50kb de DNA o qual esta
firmemente enrolado pelas protaminas, formando uma estrutura em forma de “donut”(rosca).
Outro nivel de arranjo da cromatina é a organizacdo estrutural do DNA em dominios no
formato de alcas de 20 a 50kb (RISLEY et al., 1986; WARD e COFFEY, 1989; KRAMER e
KRAWET, 1996) (FIGURA 1).
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e células espermaticas (direita) (WARD, 1993).
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Posteriormente, foi proposto o modelo “donut-alga” para a estrutura da cromatina

espermatica, sugerindo que ambos 0s niveis organizacionais sdo relacionados (SOTOLONGO

et. al., 2003). Neste modelo, cada dominio em forma de alca de DNA é condensado em um

unico toroide de protamina. Estes dominios em forma de alga séo fixados a matriz nuclear

proteindcea em locais determinados de regides de anexacdo da matriz (MARs) (SHAMAN et.

al., 2007).

O genoma paterno no espermatozoide de mamiferos é condensado em uma forma

especifica para o tipo de célula, presumivelmente para proteger o DNA durante o trénsito do

trato genital masculino para o 6vulo antes da fertilizacdo. A existéncia desta compactacao da
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cromatina tem consequéncias importantes para o desenvolvimento dos melhores diagnésticos
médicos para infertilidade e para o estudo das estruturas de DNA no campo da biologia
celular. Pesquisadores estdo interessados em compreender a estrutura da cromatina de
espermatozoides, a fim de determinar a melhor forma de interpretar os testes de integridade
do DNA, o que afeta o resultado das tecnologias de reproducdo assistida (AGARWAL e
SAID, 2003; EVENSON e JOST, 2000; MORRIS et al., 2002; SAKKAS et al., 2002;
TOMSU et al., 2002; VAN DER HEIJDEN et al., 2008).

2.4- A cromatina de espermatozoides de touro

Os espermatozoides de touro possuem caracteristicas préprias, como por exemplo,
apresentam um Unico tipo de protamina. Algumas pesquisas como a de Gagnon (1999)
mostraram que alteragdes na proporcdo relativa das protaminas 1 e 2 em espermatozoides
humanos podem influenciar a condensacdo da cromatina espermatica, refletindo na
fertilidade. Apesar de possuir somente um tipo de protamina, anormalidades na condensacgéo

da cromatina espermatica podem ser encontradas em touros.

A baixa condensacdo da cromatina espermatica pode acarretar defeitos no DNA. Esta
susceptibilidade pode ser correlacionada a presenca de fitas de DNA quebradicas, que podem
ser devidos em parte, ao estresse oxidativo e, possivelmente, ao mecanismo apoptotico.
Alguns espermatozoides com anormalidades na cromatina podem fecundar ovocitos in vivo e
in vitro, porém o defeito no DNA pode persistir durante o periodo embrionario, induzindo
apoptose, desestruturacdo embrionéria e ao aborto (ELLINGTON et al., 1998; TWIGG et al.,
1998).

Alteracdes no complexo DNA- proteina dos espermatozoides de mamiferos vém sendo
sugeridas como importantes causas de subfertilidade em varias espécies, como bovinos °
(GLEDHILL et al., 1966; BELETTI et al., 1995), leporinos (BELETTI et al., 1995) e
humanos (COSTA et al., 1995; COSTA et al., 1996).

Sabe-se que o DNA dos espermatozoides de mamiferos é seis vezes mais condensado
(POGANY et al.,, 1981; BALHORN et al., 1982) quando comparado ao DNA de um

cromossomo mitético, ou seja, € o DNA eucaridtico mais altamente condensado conhecido.

Durante a condensacdo as histonas sdo substituidas gradualmente por proteinas de
transicdo, que posteriormente sdo substituidas pelas protaminas (MARUSHIGE e
MARUSHIGE, 1975).
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Além de protaminas e histonas espermaticas especificas, tem sido demonstrado que a
cromatina contém proteinas potencialmente ativas incluindo alguns fatores de transcricéo
(PITTOGGI et al., 2001). A cromatina pode também ter uma organizacdo especifica; alguns
telomeros (ZALENSKAYA et al., 2000) e centrémeros (YARON et al., 1998).

A alta condensacdo da cromatina de espermatozoides de mamiferos sempre dificultou
0 estudo por técnicas microscépicas, dessa forma, os pesquisadores buscaram alternativas,
como o uso de uma variedade de tampdes e substancias quimicas como ureia (TSANEV e
AVRAMOVA, 1981) e DTT (ditiotreitol) para extrair DNA por descondensacdo e alterar a
estrutura nuclear para estudos da organizacdo cromossomica em espermatozoides (WARD et
al., 1989).

2.5- Matriz nuclear

Na maioria das células, o DNA ¢é funcionalmente organizado por uma
rede proteica denominada de matriz nuclear. Quando isolados e visualizados por microscopia
eletronica, esta ultraestrutura assemelha-se a arquitetura fibrosa do citoesqueleto. No caso da
matriz nuclear de espermatozoides, sO recentemente verificou-se a presenca de uma

populacdo de RNAs que se ligam a essa matriz (JOHNSON et al., 2011).

Estudiosos mostraram que o DNA esté organizado em zonas funcionais, como a regiao
da matriz nuclear e a regido do anulo nuclear ( WARD e McCARTHY, 2000).

A organizacdo da matriz nuclear é essencial para a replicacdo do DNA e da cromatina
que mantém histonas identificando genes que sdo importantes para o desenvolvimento do
embrido. Estes dados suportam a visdo emergente do genoma do esperma como O
fornecimento de, para além da sequéncia de DNA paterno, um quadro estrutural que inclui
fatores moleculares regulatérios que sdo necessarios para o desenvolvimento embrionario
adequado (WARD, 2010).

Existem evidéncias de que alguns componentes da matriz nuclear sejam
topoisomerases 1IB (SHAMAN et al., 2006), actina, miosina, citoqueratinas e espectrinas
(OCAMPO et al., 2005), possivelmente sintetase carbamil fosfato glutamino dependente,
transaminase aspartato, dihidroorotase (OCAMPO et al., 2005; CARREY et al., 2002) e
transcriptase reversa (GIORDANO et al., 2000).

A fracdo de nuclease hipersensitiva que provavelmente liga-se & uma estrutura tipica

nucleossomal, liga cada toroide e anexa as alcas a matriz nuclear (SOTOLONGO et al.,
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2003), potencialmente através da TOP2B (SHAMAN et al., 2006).

Dentre os varios componentes da matriz nuclear, tem-se um complexo evidenciado

pela primeira vez por Ward e Coffey em 1989, o qual recebeu o nome de annulus nuclear.

2.5.1- Anulo nuclear

Na década de 80, foi descrita a estrutura do anulo nuclear apds experimentos
realizados em espermatozoides de hamster. Os pesquisadores observaram a existéncia desta
estrutura protéica, um componente da matriz nuclear, onde o0 DNA permaneceu ancorado
mesmo apds a descondensacdo. O anulo possui forma circular encaixando-se na base da
cabeca e todos 0s cromossomos contidos no espermatozoide se ligam nele em pelo menos um
ponto (WARD e COFFEY, 1989).

Assim, semelhante as algcas que se localizam entre cada “donut” e se ligam as
componentes da matriz presente no centro da cabeca, essas alcas de DNA ligadas ao Anulo
seriam regides de maior fragilidade, coincidindo com as alteragdes cromatinicas identificadas
por Beletti et al. (2004) que utilizaram a analise de imagem de espermatozoides corados com
azul de toluidina e observou que estas alteracdes sdo encontradas predominantemente na base

e no eixo central da cabeca.

Mais recentemente estudos com espermatozoides de roedores tém demonstrado que a
matriz nuclear desses espermatozoides possui papel fundamental na regulacdo do DNA tanto
na fragmentacdo quanto na degradacdo deste antes e apos a fertilizacdo (SHAMAN et al.,
2006), podendo influenciar a replicacdo do DNA paterno apés a fertilizacdo (SHAMAN et al.,
2007); Martins, 2000 e Johnson e colaboradores, 2011 tém fornecido evidéncias de seu papel

em toda transcricéo.

E nitido que nas duas ultimas décadas o estudo da importancia da matriz nuclear na
organizacdo estrutural do DNA e sua relacdo com a funcdo nuclear tém sido mais frequente,
mas a maioria das pesquisas ainda séo realizadas com células somaticas.

E conhecido que a matriz nuclear em células somaticas atua como suporte estrutural
para a replicacdo do DNA (GERDES et al., 1994; DIJKWEL e HAMLIM, 1995), participa
também da transcricdo do RNA (CHANG et al., 1995; COCKRILL e GARRARD, 1986) e da
degradacéo da cromatina que ocorre durante a apoptose nas células somaticas (LI et al., 1999;
SOLOVYAN et al., 2002; IAROVAIA et al., 2004).

Sabe-se que os espermatozoides podem fornecer ideias importantes sobre a fungéo da
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cromatina em células eucaridticas, que normalmente ndo poderiam ser obtidas através de
outros tipos de células, ou seja, estuda-los tem uma grande relevancia.

Ainda que seja pequeno 0 numero de pesquisas sobre a matriz nuclear de
espermatozoides de touro e de identificacio da estrutura do Anulo nuclear, algumas alteracdes
cromatinicas em espermatozoides de bovinos ja foram descritas por Beletti et al. (2004), as
quais ocorrem principalmente em regides onde o DNA se liga a matriz nuclear, ou seja, no
eixo central e na base da cabeca. Mas, mesmo se conhecendo tio pouco o Anulo nuclear,
acredita-se que esta estrutura desempenha um papel muito importante na organizacdo do
DNA espermatico. Logo, é fundamental o estudo de componentes da matriz nuclear de
espermatozoides para melhor compreender como o DNA espermético esta organizado e

também conhecer qual o papel do anulo nuclear na estabilidade do material genético.

3- MATERIAL E METODOS

3.1- Extracéao anulo nuclear

Para purificacdo dos anulos nucleares, a cada extracdo utilizou-se oito palhetes de
sémen de 0,5 mL cada. Este material foi lavado duas vezes seguidas com tampéo fosfato de
sodio (PBS) por centrifugacdo a 670 g, por 30 minutos, a 4°C. (Iniciando com concentracao
de aproximadamente 1x10" sptz/mL).

Depois disso o pellet foi ressuspendido em 1 mL de tampéo Tris 50 mM e 1 mL de
sacarose 2,2M. Em seguida, a amostra foi sonicada por 17 minutos em gelo, com pulso de 30
segundos e intervalo de 15 segundos para separacdo das caudas das cabecas. Foi determinada
a concentracdo de cabecas por contagem em cadmara de Neubauer, que geralmente foi em
torno de 1x10" cabecas/mL.

O material apos sonicado foi ultracentrifugado a 75.600 g por 45 minutos a 4°C, em
um gradiente que consistia de 2 mL de cloreto de césio (CsCl) a 2,82 M no fundo de um tubo
de 11,5 mL para ultra-centrifuga, sobreposto por 4mL de sacarose 2,2 M e recoberto por 2 mL
de amostra em tampédo 25 mM Tris-HCI e Sacarose 1,1 M, 7.5 pH. Apés a centrifugacdo o
sobrenadante contendo as caudas foi retirado cuidadosamente por pipetagem e o pellet
ressuspendido com tampdo Tris 25 mM, e lavado trés vezes por centrifugagéo a 1000 g por 30

minutos a 4°C para se retirar 0 excesso de CsCl.
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Posteriormente o pellet foi ressuspenso com Tris 25 mM, 2M NaCl e 10% de Triton
num volume de 2 mL e homogeneizado com vortex. Para romper a membrana celular, a
amostra foi deixada nesta solucéo por 24 horas e homogeneizada a cada duas horas, exceto no

periodo noturno.

Ap0s estas 24 horas, o material foi lavado trés vezes em Tris 25 mM por centrifugacéo
a 670 g por 30 minutos. O pellet resultante foi ressuspendido com dois mL de solugdo de
ditiotreitol (DTT) 40 mM em Tris 25 mM e 2 M de NaCl. Nesta solucdo, a amostra foi
mantida por 96 horas (4 dias) em geladeira. Importante ressaltar que a amostra foi

homogeneizada frequentemente ao longo das 96 horas de experimento.

Um esfregaco numa lamina de vidro foi feito e corada com xylidina ponceau por 15

minutos, para visualiza¢do da amostra.

Foi adicionado a 2 mL de amostra 20 pL de DNAse | a 4000 unidades por mL diluida
em agua destilada seguido de incubagcéo por 2 horas a 37 °C.

A amostra foi diluida em Tampé&o Tris 25 mM, 2 M NaCl e 10 mM MgCI2 (diluicdo
de 25 vezes- 1ml de amostra para 25 mL de Tampdao) e distribuida cuidadosamente em 4
tubos de ultracentrifuga (6,5 mL por tubo), os quais ja continham 3mL de Tris 25 mM, 2,41
M CsCl e 50m MgCl2, evitando que as duas solu¢bes se misturassem. Finalmente estes tubos

foram ultracentrifugados a 113.000 g, por 1,5 h, a 4°C.

Os pellets dos tubos foram ressuspendidos em 2 mL de Tris 25 mM colocados numa
Unica aliquota. Foi construido um gradiente continuo de sacarose (30-50% v/v) e os pellets
homogeneizados foram colocados sobre este gradiente e centrifugado por 30 min a 2000 g, a
4°C.

A fracdo enriquecida em anulos nucleares foi diluida em um volume de Tris 50 mM e
centrifugado por uma hora a 113000 g a 4°C. Entdo, a amostra foi preparada para a

microscopia de varredura e de forca atdbmica.

3.2- Andlise citoquimica

O material isolado foi espalhado sobre trés laminas histolégicas e em seguida foi

submetido a trés distintas coloragdes por 15 minutos: xilydina ponceau 3% para identificar
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componentes proteicos, PAS (&cido periddico de Schiff) para marcar carboidratos neutros e
azul de toluidina 0,025%, pH 4.0, para evidenciar DNA.

3.3- Microscopia Eletrénica de Varredura

Ao final de cada etapa do processamento do material (coleta do material, separacao da
cauda da cabeca por sonicagdo, tratamento com triton X-100 10%, material apds tratamento
com DTT e aliquota tratada com DNAse 1), foram separadas aliquotas, as quais foram
preparadas para analise em microscopia de varredura.

O material de cada etapa do procedimento foi preparado espalhando-se uma gota sobre
laminulas circulares de vidro de 0,8 mm, as quais, ap6s secagem, foram colocadas em fixador
karnovsky pH 7,2 (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% e tamp&o cacodilato 0,2 M) por 1
hora e lavadas com PBS. A pdés-fixacdo foi realizada com tetréxido de 6smio 1% (OsO4) por
1 hora. Depois o material foi lavado em PBS por 2 vezes. A proxima etapa foi a desidratacéo
feita através de solucGes de concentracdo crescente de etanol (50%, 70%, 80%, 90%, 95% e
trés vezes em 100%). Logo em seguida as amostras foram dissecadas em ponto critico
utilizando-se o equipamento CPD 030 (Bal-Tec) e coladas em “stubs” (suporte de amostras).
Posteriormente foi realizada a cobertura da superficie das laminulas com ouro (20nm de
espessura) utilizando-se o aparelho Bal Tec SCD 050 Sputter Coater. Os preparados prontos

foram visualizados e analisados em um microscopio de varredura FEG- Supra 40 (Zeiss).

3.4- Andlise por LC-MS/MS da amostra purificada

A LC-MS/MS ¢ uma técnica quimica que combina as capacidades de cromatografia
liquida (ou HPLC) de separacdo fisica, com as capacidades de analise de espectrometria de
massa de massa. LC-MS é uma técnica poderosa usada para muitas aplica¢Ges, que tem muito
de alta sensibilidade e seletividade.

Utilizou-se 3 abordagens experimentais diferentes:

- abordagem 1: reducéo e alquilacdo das proteinas seguida de eletroforese para separacéo
das proteinas e analise por espectrometria de massas para a identificacdo das proteinas.

- abordagem 2: desnaturacdo das proteinas em tampdo de ureia, seguida de reducdo e
alquilacdo das proteinas e eletroforese para separacdo das proteinas antes da analise por

espectrometria de massas.
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- abordagem 3: desnaturacdo das proteinas em tampdo de ureia, seguida de reducdo e
alquilagdo das proteinas e analise direta por espectrometria de massas.

Abordagem experimental 1 e 2:

Concentracdo da Amostra. Duas aliquotas de 100 pL em Tris 25 mM, 2 M NaCl
(aproximadamente 100 ug) de amostra foram concentradas até 30 uL usando o sistema
Amicon Ultra 0.5, que retém as proteinas com peso molecular superior a 3.000 Da
(Millipore).

Reducdo / Alquilacéo:

Abordagem 1: Em 30 pL de amostra foi adicionado 30 uL de tampé&o de eletroforese XT 2X
(Bio-Rad, cod. 161-0791, Lote 1610791 Rev B) contendo 100 pg de ditiotreitol para a
reducdo das pontes de dissulfeto das proteinas. Ap6s incubacdo a 100°C por 5 min, as
amostras foram alquiladas com 300 ug de iodoacetamida por 20 minutos a temperatura

ambiente no escuro.

Abordagem 2: Antes da reducdo e alquilacdo das proteinas foi realizada a desnaturacéo das
proteinas com ureia. Em 30 uL de amostra foi adicionado 70 pL de tampdo ureia 8M, Tris
100 mM, pH 8.8. contendo 100 ug de ditiotreitol para a reducéo das pontes de dissulfeto das
proteinas. Apds a incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, a amostra foi alquilada com
300 pg de iodoacetamida por 20 minutos a temperatura ambiente no escuro. Apoés a reducédo e
alquilacdo adicionou 100 uL de &gua. Amostra foi concentrada até 30 uL usando o sistema
Amicon Ultra 0.5 e ressuspendemos em 30 uL de tampé&o de eletroforese XT 2X (Bio-Rad,
cdd. 161-0791, Lote 1610791 Rev B).

Separacdo das Proteinas por Eletroforese em SDS-PAGE. A eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) foi utilizada como principal ferramenta analitica para a
separacdo e caracterizagdo das proteinas presentes nas amostras. Cerca de 30 ul de cada
amostra foram aplicados no gel. Foram utilizados géis de poliacrilamida 8-16%. A
eletroforese foi realizada com 40 V/gel por 3 horas e 40 minutos em sistema Mini-PROTEAN
Il Electrophoresis System (Bio-Rad, EUA). Foram carregados Sul. de um padrdo de peso
molecular pré-corado (Bio-Rad, ¢06d.161-0374, Lote L1610374). Para visualizacdo das
proteinas, os géis foram corados com coomassie gel code blue stain reagent (Thermo, cdd.
24590) conforme recomendages do fabricante (FIGURA 5).
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Abordagem experimental 3:

Concentracdo da Amostra. Uma aliquota de 400 uL (aproximadamente 400 pg) de amostra
foi concentrada até 80 uL usando o sistema amicon ultra 0.5, que retém as proteinas com peso

molecular superior a 3.000 Da (Millipore).

Reducdo / Alquilacédo. Apds a concentracdo em 80 uL foi adicionado 80 uL de tampao ureia
8M, Tris 100 mM, pH 8.8., e 400 pg de ditiotreitol (4 pL) para a reducdo das pontes de
dissulfeto das proteinas. Apds a incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, a amostra foi
alquilada com 1200 ug de iodoacetamida (12 puL) por 20 minutos a temperatura ambiente no

escuro.

Digestdo com Tripsina e Analise por Espectrometria de Massas Avancgada. O volume da
amostra foi diluido 5 vezes (180 pL) com de solucdo de bicarbonato de aménio 0,1M
obtendo um volume de 1080 pL. Amostra foi concentrada até 35 puL usando o sistema
Amicon Ultra 0.5, que retém as proteinas com peso molecular superior a 3.000 Da
(Millipore). A amostra foi entdo incubada com 50 uL (5 pg) de tripsina 0,1 pg/mL diluida em
bicarbonato de aménio 0,1 M. A digestdo foi realizada a 37°C, durante a noite. Paramos a
digestdo com 100 pL de &cido formico 10% e secamos em speed vac. As amostras secas
foram analisadas em espectrometro de massas do tipo LTQ-ORBITRAP (Thermo- Finnigan)
acoplado a um sistema de cromatografia de nanoflow (LC-MS/MS).. Os dados brutos
adquiridos foram automaticamente processados pelo “Computational Proteomics Analysis
System — CPAS” [Rauch et al, J. Proteome Res., 2006]. Os peptideos identificados, em banco
de dados de bovinos, que atingiram o critério minimo de qualidade foram entdo agrupados em
proteinas, utilizando-se o algoritimo “Protein Prophet” e foi gerada uma lista de identificagdes

com taxa de erro inferior a 1.0%.

3.5- Cromatografia Fase Reversa HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa C2/C1 (4,6 x 100
mm) foi feita de 1 mg do complexo purificado. A coluna foi equilibrada nos solventes de
corrida (solvente A: acetonitrila 5%, TFA 0,1%; solvente B: acetonitrila 60%, TFA 0,1%) e a

eluigcdo seguiu com um gradiente de 0 — 100% de concentracdo do solvente B, com um fluxo
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de 0,5 mL/min. durante 110 minutos. Os picos foram monitorados na absorbancia de 214 nm
e 280 nm, e registrados por software Unicorn (Unicorn, Inc.).

3.6- Estatistica descritiva

Os dados referentes as mensuragdes do anulo nuclear estdo demonstrados na forma de

média e desvio padréo.
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4- RESULTADOS

4.1- Analise citoquimica

A amostra purificada teve marcacdo positiva para as trés coloracGes, visualizado na

figura 2.

Figura 2- Coloracdo citoquimica dos anulos nucleares: (A) xilydina ponceau (para identificar componentes
proteicos), (B) PAS (glicoproteinas neutras) e (C) azul de toluidina pH 4.0 (evidencia DNA).

5.2- Microscopia Eletrénica de Varredura

Uma vez isolado o anulo nuclear, foram feitas mensuragdes da largura e comprimento

de 30 anulus, utilizando o proprio programa do microscépio de varredura. Obtendo-se como
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resultado um comprimento médio de 1,10+ 0,18 um e largura média de 0,54+ 0,073 um. Na
figura 3 observa-se um anulo nuclear isolado com suas medidas (comprimento de 1,25 um e

largura de 0,56 um).

{
\

Mag= 5001 KX EHT = 200 &V Signal A =SE2 WD = 94 mm

Pz 2=5651nnm

PaRZ Pb2= 303"

PaR1
><
Pa1=1.250 um ¥
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liag = 10000 KX EHT = 3.00 kV WD = 17.0 mm

Figura 3- Eletromicrografias de microscopia eletrénica de varredura de &nulos nucleares:
(A) anulos nucleares isolados; (B) anulo nuclear isolado com suas mensuragdes: PaR1-Pal

(comprimento) e PaR2-Pa2 (largura).

J& na figura 4, observa-se o anulo nuclear ligado a cabega de espermatozoide bovino

por cromatina.
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Figura 4- Microscopia eletronica de varredura: (A) anulo nuclear (vermelho) ligado a cabeca do espermatozoide

de touro por cromatina (azul). (B) vérios anéis nucleares isolados.

4.3- Andlise por LC-MS/MS da amostra purificada

A figura 5 mostra o gel de eletroforese SDS-PAGE realizado com as amostras da
abordagem 1 (reducdo e alquilagdo das proteinas) e abordagem 2 (desnaturagdo com ureia
antes da reducdo e alquilacdo das proteinas).

Como pode ser observado, com as abordagens de 1 e 2 de prepara¢do da amostra néo
foi possivel a visualizacdo das proteinas por eletroforese. Seguiu-se, portanto a partir daqui
com a analise das proteinas pela abordagem 3 (desnaturacdo, reducdo e alquilacdo das
proteinas e andlise direta por espectrometria de massas).

Com a abordagem 3, apds digestio da amostra com tripsina e analise em
espectrémetro de massas, identificou-se 18 proteinas diferentes presentes na amostra.

No quadro abaixo é apresentada a lista das proteinas detectadas na amostra, em ordem
decrescente de abundancia (estimada pela contagem de peptideos obtidos, indicada na

segunda coluna).
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Figura 5: Separacdo das proteinas do por eletroforese (SDS-PAGE): (A) abordagem 1 e (B) abordagem 2.

Sendo nas extremidades do gel o padrdo de peso molecular (PM).



Quadro 1- Proteinas detectadas através do MALD-TOF em ordem decrescente de peptideos encontrados.

Proteina NUmero Nome do | Peso Descricdo
de gene Molecular
Peptideos (Da)
sp|P02769|ALBU_BOVIN 46 ALB 69293.0 Precursor de albumina sérica
tr|[FIMPK6|FLMPK6_BOVIN 9 439305.4 Fragmento Proteico néo caracterizado
IP100556624 8 KRT1 Queratina 1
66067.0
1P100019359 7 KRT9 62064.3 Queratina 9-citoesqueleto
tr[FIMCF8|FLMCF8_BOVIN, 6 24501.4 Proteina ndo caracterizada
tr|FLIMLW7|FIMLW7_BOVIN
sp|P00767|CTRB_BOVIN 6 CTRB1 25755.0 Quimotripsinogénio B
sp|P61603|CH10_BOVIN 4 HSPE1 10932.0 Proteina de choque térmico (mitocondrial)
tr[FIMER7|FLIMER7_BOVIN 4 466028.8 Fragmento protéico ndo caracterizado
tr[FIMBU8|FIMBU8_BOVIN 4 DPY19L2 89528.3 Proteina transmembranica estrutural
tr|ELIBC58|E1BC58_BOVIN 3 RAB2B 24167.3 Proteina subacrossomal de espermatozoide bovino
tr[FIMLWO|FIMLWO_BOVIN 3 62075.7 Fragmento protéico ndo caracterizado
sp|P11179|0D0O2_BOVIN, 2 DLST 48973.0 Componente do complexo desidrogenase 2-
tr|FLIMEQ3|FIMEQ3_BOVIN, oxoalutarato
tr|E1BAP2|E1IBAP2_BOVIN 9
tr|Q3SYT9|Q3SYT9_BOVIN,
SpIQSE9A3PCBP1_BOVIN,
tr|Q17QV0|Q17QV0_BOVIN
trlQ3SYT9|Q3SYT9_BOVIN, 2 MGC127996 | 36801.0 Semelhante ao poli (rC) de proteina de ligagéo 2
SP|Q5SE9A3|PCBP1_BOVIN,
tr|Q17QV0|Q17QV0_BOVIN
sp|P02318|HSP1_BOVIN 2 PRM1 6758.0 Protamina P1
sp|P63048|RL40_BOVIN, 2 MGC127041 | 14728.0 Similar a proteina ribossomal S27a
sp|P62992|RS27A_BOVIN,
splPOCG53|UBB_BOVIN,
tr[E1B9K1|E1B9K1_BOVIN,
sp|POCH28|UBC_BOVIN
sp|Q2KIU3|HP252_BOVIN 2 MGC137211 | 22911.0 Poliubiquitina
tr|[FIN7YO|FIN7YO0_BOVIN, 2 ARHGDIA 11496.7 Rho proteina PIB-inibidor de dissociagdo
splP19803|GDIR1_BOVIN
tr[FIMEW3|FLIMEW3_BOVIN 2 199349.8 Proteina associada a microtubulo
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4.4- Cromatografia Fase Reversa HPLC

O extrato submetido ao HPLC mostrou varios picos e cada pico representa um
peptideo, o que coincide com o resultado obtido no MALD-TOF (FIGURA 6).

Como observado, a leitura em 280 nm apresentou picos com baixa absorbancia, isto
pode ser justificado pela baixa concentracdo da amostra.
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Figura 6- Perfil Cromatogréfico da cromatografia HPLC fase reversa. Na abcissa tem-se a numeracéo dos tubos
coletados e na ordenada a leitura da absorbancia, a linha vermelha- leitura em 214 nm e a azul- leitura em 280

nm.

6- DISCUSSAO

O é&nulo nuclear foi primeiramente descrito por Ward e Coffey (1989) em
experimentos realizados com espermatozoides de hamster, onde observaram a existéncia de
uma estrutura proteica, um componente da matriz nuclear, no qual o DNA permaneceu
ancorado mesmo ap6s a descondensagdo. Em bovinos, tal estrutura ainda ndo havia sido

descrita.
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O anulo nuclear de espermatozoides de touro apresenta uma forma mais eliptica do
que o de hamster que tende a ser esférica (WARD e COFFEY, 1989). Isto condiz com a
morfologia das cabecas dos espermatozoides destas especies, sendo a de hamster mais
cilindrica com a base circular e a de touro espatular coma base achatada (eliptica).

Ainda que sejam necessarios mais estudos para se compreender o real papel do anulo
nuclear, sabe-se que este pode desempenhar um papel importante na fixacdo de DNA (WARD
e COFFEY, 1989) como visto nos resultados do presente trabalho, onde foi observado que o

anulo nuclear € um complexo glicoproteico com DNA ancorado.

Ward e Coffey (1989) também sugeriram que € a regido em que se localiza o anulo
nuclear a Gltima a ter a sua cromatina descondensada apos a fertilizacdo. Assim, acredita-se
que o anulo seja uma regido organizadora do DNA e de sua descondensagdo. Estes
pesquisadores defendem que o anulo nuclear funcione como um centro organizador no qual o

DNA espermatico se ancora.

Quanto as dimensdes do anulo nuclear, em bovinos ele apresenta comprimento médio
de 1,10+0,18 um e largura média de 0,54+0,073 um, ja no espermatozoide de hamster o anulo
possui 1,23 um de comprimento por 0,86 pum de largura (WARD e COFFEY, 1989).

A técnica de eletroforese unidimensional utilizada nao foi eficaz para a separacéo de
fraches proteicas. Provavelmente porque os tratamentos prévios pelo qual a amostra passou
ndo foram suficientes para fragmentar o anulo, ndo possibilitando a identificacdo de seus
componentes pelo “SDS-page”.

O uso de histoquimica permitiu identificar o anulo como sendo uma estrutura
glicoproteica (PAS positiva) com fitas de DNA anexas, identificadas pelo azul de toluidina
pH 4,0.

Como visualizado nos resultados a técnica de MALD-TOF permitiu identificar varias
proteinas presentes na amostra, sendo provavelmente algumas delas contaminag¢do, como o
precursor de soro albumina. O CTRB1 é o gene que codifica a tripsina utilizada no processo
de preparacdo do material que foi utilizado na técnica de MALD-TOF.

A KRT1 participa da constituicdo de ancoras acrossémicas existentes durante a
formacdo da cabeca da espermatide (KIERSZENBAUM et al., 2003). A KRT1 também foi
identificada como componente da cauda de espermatozoides de touro (HINSCH, et al., 2003).
De forma semelhante a proteina RAB2 é uma proteina subacrossomal de espermatozoides
bovinos envolvida na biogénese acrossomal (MOUNTJOY et al., 2008). Portanto,

provavelmente estas proteinas devam ser contaminacéo da amostra.
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Ja em relagdo a KRTY, ela foi encontrada constituindo anel perinuclear da manchete.
Tal anel € uma estrutura microtubular que se forma na base da cabeca, na regido central da
manchete, durante o processo de alongamento e condensacdo nuclear (KIERSZENBAUM,
2001). E tido como importante fator na morfogénese da cabeca do espermatozoide.
Considerando que o anel perinuclear da manchete se forma em posi¢cdo oposta ao anulo
nuclear, sendo o primeiro na face citoplasmatica e o segundo na face nuclear, é grande a
possibilidade destas estruturas terem algum tipo de associacgéo transenvoltério nuclear.

A proteina HSPE1, uma chaperona encontrada na amostra, parece estar envolvida,
juntamente com outras moléculas de chaperona, na modificacdo da superficie de
espermatozoides de camundongos durante a capacitacdo para tornar essas células
funcionalmente competentes e iniciar o processo de fertilizacdo (WALSH et al., 2008). Tal
dado seria um indicativo que esta proteina seja contaminante e ndo componente do anulo
nuclear. Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade desta proteina estar ancorada no
anulo, uma vez que as chaperonas sdo proteinas que participam do processo de enovelamento
proteico e destruicdo de proteinas com configuracdo incorreta, podendo ser esta a funcao
desta proteina no anulo.

Outra proteina que parece estar envolvida no processo de capacitacdo espermatica é a
ARHGDIA, que est4d expressa em testiculos humanos. Ela atua com outras proteinas
influenciando na fluidez da membrana plasmatica para promover a capacitacdo (WANG et al.,
2010). Ou seja, também deve ser uma proteina ndo componente do anulo.

A expressdo do gene DPY19L2 resulta em uma proteina localizada na membrana
nuclear interna, principalmente na regido voltada para o acrossoma. A ndo expressdo deste
gene leva a desestabilizacdo da lamina nuclear densa (NDL) e da juncdo acroplaxoma-
envoltorio nuclear, levando a uma falha na formacdo da manchete e do acrossoma (PERRIN
et al., 2012). A globozoospermia em humanos também tem como principal causa a delecdo e
ndo expressdao do gene DPY19L2 (KOSCINSKI et al.,, 2011). DPY19 foi recentemente
considerada uma nova familia de proteinas transmembranas estruturais (PERRIN et al., 2012).
Portanto, € muito provavel que a DPY19L2 seja um componente do anulo nuclear ou esteja
associada a ele, sendo um importante componente na morfogénese da cabeca espermatica.
Alteracdes nesta proteina também sdo acompanhadas por alteracdes no DNA, tais como
fragmentacéo e aneuploidia (PERRIN et al., 2013) e a maioria das alteragbes da cromatina
espermatica de touro encontra-se na regidao do anulo (BELETTI et al., 2005), corroborando

com a provavel participacdo da DPY19L2 na constituicdo do anulo nuclear.
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A DLST (dihidrolipoil succiniltransferase) € uma proteina do complexo desidrogenase
2-oxiglutarato, o qual est associado ao ciclo do acido citrico (LEHNINGER et al., 2008), ou
seja, € uma proteina mitocondrial e provavelmente seja uma contaminacéo.

A proteina MGC127996 até hoje foi apenas descrita em bovino como semelhante a
poli (rC) proteina-2 (STRAUSBERG et al., 2002), porém nada mais foi publicado sobre esta
proteina. Por sua vez a poli (rC) proteina-2 propriamente dita € descrita como uma proteina
multifuncional, que se liga a RNA e participa de diversas fungdes celulares, entre elas o
transporte de RNA entre nucleo e citoplasma e vice-versa (KIM et al., 2000). Portanto, a
presenca desta proteina compondo o anulo nuclear sugere que tal estrutura ndo seja apenas
uma ancora de DNA, mas também possui importante atividade na expressdo génica. Talvez
ndo seja importante engquanto o espermatozoide percorre seu trajeto até o ovdcito, pois neste
periodo praticamente ndo existe transcricdo (CARREL, 2012), mas tenha importancia apés a
fecundacdo, no inicio do desenvolvimento embrionario.

Apesar da MGC127041 ser identificada inicialmente como similar a proteina
ribossomal S27a, Liu et al. (2005) identificou sua participacdo no processo de ubiquitinizacao
e degradacdo de histonas durante o processo de compactacdo da cromatina na
espermiogénese. Isto sugere que o anulo nuclear participa do processo de compactacao
cromatinica ou por ser a regido que por Gltimo seja compactada, ainda possua substancias que
participem deste processo (BELETTI et al., 2004)

A proteina MGC137211, também conhecida como Proteina HP-25 homologa 2, foi
identificada apenas em bovinos e nada se sabe sobre ela, apenas que é uma poliubiquitina. A
HP-25 propriamente dita foi identificada como uma proteina expressa no figado de esquilos
hibernantes, mas ndo em esquilos ndo hibernantes. Por isso € conhecida como proteina de
hibernacdo (TSUKAMOTO et al.. 2007). Considerando que pouco se sabe sobre esta proteina
em bovinos, seria a primeira vez que se descreve sua localizacdo nesta espécie. Sendo ela uma
poliubiquitina (um oligbmero formado pela sequéncia de ligacdo isopeptidica da glicina C-
terminal de uma molécula de ubiquitina ao residuo lisina de outra molécula de ubiquitina) e
sabendo que a sinalizagdo por ubiquitina e suas cadeias tem um papel
ndo proteolitico no transporte pela membrana, na estrutura e transcricdo da cromatina,
na reparacdo de DNA e diversas outras vias sinalizadoras, provavelmente esta proteina esteja
juntamente com a MGC127041 envolvida no processo de compactacgdo da cromatina.

A protamina 1 encontrada em pouca quantidade parece ser componente do anulo

nuclear e que como visto em espermatozoides de hamster, a protamina presente no anulo


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=glicina&lang=3
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=lisina&lang=3
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%B3lise
http://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cromatina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mecanismo_de_repara%C3%A7%C3%A3o_do_DNA
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nuclear parece ndo sofrer degradacdo proteolitica pela DNAse | e pode ser estruturalmente
independente do volume das protaminas do nucleo (WARD e COFFEY, 1989).

A presenca de proteina associada ao microtubulo também sugere que o anulo nuclear
seja uma estrutura transenvoltorio nuclear e ndo sé nuclear o que justificaria o aparecimento
desse tipo proteico que é tipico do citoplasma. No entanto, ndo se pode descartar que também
seja contaminacao.

Além dessas proteinas, tem-se no quadro 1 algumas proteinas de peso molecular
variavel, algumas em torno de 400 kDa e que ainda ndo foram caracterizadas, que
provavelmente sejam constituintes do complexo do anulo nuclear. Logo ha a necessidade de
melhor explorar e estudar estas proteinas para que se tenha uma compreensdo mais ampla da
funcéo do anulo nuclear.

Apesar da necessidade de estudos complementares, o presente trabalho permite
afirmar que o anulo nuclear € uma estrutura proteica complexa, muito estavel e com provaveis
atividades de ancora de DNA e participagdo no controle da expressdao génica apos a

fecundacéo.
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6- CONCLUSAO

O anulo nuclear de espermatozoides bovino é uma estrutura eliptica com comprimento
aproximado de 1,10 um e largura de 0,54 pum, quimicamente constituido por um complexo
glicoproteico, muito estavel, de dificil fragmentacdo, onde se inserem fitas de DNA. Dentre as
proteinas constituintes deste complexo, existem algumas com grande peso molecular (em
torno de 400 kDa), ja identificadas no genoma bovino, mas ainda ndo caracterizadas. Existem
outras proteinas (KTR9 e proteina associada ao microtabulo) que sugerem ser o anulo nuclear
uma estrutura transenvoltoria nuclear e outras que sugerem que 0 mesmo participe do
processo de compactacdo da cromatina (MGC127041, MGC137211) e mesmo da
morfogénese (KRT9 e DPY19L2) da cabeca durante a espermiogénese.
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