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RESUMO

A inseminacao artificial € uma ferramenta importante para o desenvolvimento
da pecuéria, pois permite o uso de reprodutores selecionados, com
caracteristicas genéticas superiores. No entanto, para seu melhor
aproveitamento na ovinocultura ainda sdo necessarios muitos avangos,
principalmente na identificacdo do papel das diversas proteinas que compoem
o plasma seminal, na qualidade do sémen refrigerado e criopreservado. Dentre
essas proteinas destaca-se a familia das espermadesinas, proteinas de baixo
peso molecular, ligadas a superficie dos espermatozoides que representam as
principais proteinas encontradas no plasma seminal de algumas espécies. Nao
h& relatos na literatura descrevendo a estrutura e os efeitos desta proteina no
plasma seminal ovino, portanto, o objetivo deste trabalho foi descrever pela
primeira vez as caracteristicas estruturais e biofisicas desta proteina de ovinos
da raca Texel. Para isto amostras de sémen de dois carneiros foram coletadas,
o plasma separado, e a espermadesina isolada por técnicas de cromatografia
de troca ibnica. A pureza da amostra foi checada por SDS-PAGE e depois
utilizada em estudos de desnaturacdo térmica por dicroismo circular (CD). Sua
sequéncia de aminoacidos foi utilizada para modelar sua estrutura
tridimensional, a qual foi comparada com os dados experimentais de CD e teve
sua estabilidade estrutural avaliada por simula¢des de dindmica molecular. Os
resultados mostraram que a proteina possui temperatura de desenovelamento
de 65,2 °C e AHm de 344,9 kJ/mol, superior ao descrito na literatura, que
atribuimos a presenca de duas pontes de dissulfeto em sua estrutura, a qual é
composta essencialmente por elementos estruturais de folha-beta, assim como
nas demais estruturas de espermadesinas conhecidas. Estas informacgdes
permitem concluir que a espermadesina pode ter um papel importante na
manutencdo da viabilidade dos espermatozoides em ambientes com
temperatura mais elevada em relacdo ao epididimo, como por exemplo, no
interior do trato genital feminino.

Palavras-chave: carneiro, espermatozoides, inseminacao artificial, proteinas,
reprodutores.



ABSTRACT

The artificial insemination is an important tool for the development of livestock,
allowing the use of selected breeders with superior genetic characteristics.
However, for its better use in sheep production, many advances are still
necessary, such as the identification of the role of the several proteins present
in the seminal plasma as well as its role in the quality of the refrigerated and
cryopreserved semen. Among these proteins lies the family of spermadines, a
group of proteins with low molecular weight that are attached to the surface of
the spermatozoa representing the main proteins found in the seminal plasma of
some species. There are no reports in the literature describing the structure and
effects of this protein on sheep seminal plasma. Therefore, the objective of this
study was to describe for the first time, the structural and biophysical
characteristics of this protein in rams of Texel breed. To achieve this, semen
samples from two rams were collected, the plasma separated and the
spermadhesin isolated by ion exchange chromatography techniques. The purity
of the sample was checked by SDS-PAGE and the protein then used for
thermal denaturation studies by circular dichroism (CD). The amino acid
sequence of ram spermadhesin was used to model its three-dimensional
structure, which was compared to the experimental data from CD. The
structural stability of this protein model was also evaluated by molecular
dynamics simulations. The results indicate that the protein had a melting
temperature of 65.2 °C and a AHm of 344.9 kJ.mol?, higher than the
temperature described in the literature. We attribute it to the presence of two
disulfide bonds in protein structure, which consists essentially of beta-sheet
secondary elements, the same pattern observed in other known structures of
espermadhesins. Those informations allows us to conclude that ram
spermadhesin may play an important role in maintaining the viability of
spermatozoa in environments with a higher temperature regarding to the
epididymis, such as inside the female genital tract.

Key words: artificial insemination, breeder, proteins, sheep, spermatozoa.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre técnicas que visam melhorar a eficiéncia
reprodutiva em ovinos € de fundamental importancia, principalmente
empregando a técnica de inseminacao artificial com taxas mais expressivas,
favorecendo o uso de reprodutores selecionados e com indices superiores de
fertilidade, identificando proteinas que auxiliem na preservacdo espermatica
durante a técnica de criopreservacao.

A inseminacdo artificial € uma técnica que permite o melhoramento e
selecdo dos rebanhos, utilizando sémen de reprodutores geneticamente
superiores, pois caracteristicas zootécnicas e genéticas desejaveis e com
sémen de qualidade significa rapido retorno de investimento, principalmente
com o0 uso da inseminacdo artificial, porém esta técnica na ovinocultura
apresenta alguns entraves, pois 0 sémen criopreservado de ovinos tem uma
taxa de viabilidade espermatica reduzida, devido as alteracdes bioquimicas que
ocorrem nas estruturas celulares dos espermatozoides, decorrentes do
processo de congelagcéo e descongelagéo, afetando a fertilidade dos mesmos,
pois espermatozoides de carneiros apresentam uma maior sensibilidade a
criopreservacdo quando comparado aos de outras espécies de mamiferos, de
tal modo as taxas de inseminacao artificial sdo reduzidas, quando feito o uso
de sémen congelado (DOMINGUEZ et al., 2008; SILVA, 2014). Devido essa
reducdo de desempenho dos espermatozoides e a conformacgfes anatdbmicas
do colo do utero da ovelha, a utilizacdo de sémen para a inseminacao cervical
€ restrita ao sémen fresco, de modo que o sémen descongelado € utilizado
exclusivamente para a inseminagéo intrauterina (DOMINGUEZ et al., 2008).

Entretanto, a utilizacdo de sémen congelado apresenta como principal
vantagem a possibilidade de existir um distanciamento significativo de tempo
entre 0 momento da colheita e da inseminacgéo artificial, considerando que os
espermatozoides ovinos submetidos ao processo de criopreservacao
apresentam altera¢des funcionais, impedindo assim a obtencéo de indices de
fertilidade satisfatérios, dificultando a plena difusdo da técnica de inseminacéo
artificial em ovinos (CAMARA & GUERRA, 2011), técnica essa que permite
maximizar o melhoramento genético, aumentando a progénie do macho em

diversos lugares simultaneamente, além de possibilitar a manipulacédo e
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armazenagem de material genético. O sémen criopreservado permite um
melhor aproveitamento dos reprodutores, quando comparado com o sémen
fresco que possui curto periodo de estocagem (MOURA et al., 2011). Desse
modo, estudos com o intuito de melhorar a viabilidade do sémen congelado em
ovinos estdo sendo realizados, principalmente na relacdo entre as
concentragbes de proteinas no plasma seminal como um fator protetor aos
espermatozoides, sendo estas proteinas associadas com aspectos de potencial
reprodutivo em varias espécies (SOUZA et al., 2012). E usadas como possiveis
marcadores de capacidade reprodutiva nos machos (MOURA et al., 2011). Em
um estudo avaliando a composicdo sazonal de proteinas no plasma seminal de
carneiros e associando-as com os efeitos da congelacdo, Dominguez et al.,
(2008), concluiram que o plasma proveniente das estacdes de outono e inverno
(estacéo reprodutiva dos ovinos), melhorou a motilidade dos espermatozoides
submetidos ao processo de congelacdo e descongelagdo, mas que nao houve
alteracdo na concentracdo de proteinas e nem na capacidade de ligacao das
mesmas com a membrana dos espermatozoides em relacdo a temperatura de
congelacao utlizada (-18 e -196), indicando que as proteinas do plasma
seminal que se ligam aos espermatozoides exercem func¢des responsaveis pela
estabilizacdo da membrana das células esperméticas, sendo necessarios mais
estudos para melhor compreender o papel desempenhado por tais proteinas.
Régo (2010), avaliando o proteoma realizado em carneiros da raca
Santa Inés, identificou as proteinas mais abundantes no plasma, pertencendo
as familias das BSPs (Binder of Sperm Proteins) e as espermadesinas,
sugerindo que em ovinos esses dois grupos de proteinas exercam funcdes
importantes relacionadas a fisiologia reprodutiva, como a capacitacdo
espermatica, formacdo do reservatorio espermatico no oviduto e na interacao

entre espermatozoide e oocito.

1.1. Importancia das proteinas no plasma seminal

O ejaculado é composto por espermatozoides e o plasma seminal, uma
mistura complexa rica em elementos organicos e inorganicos, produzida pelos
testiculos, epididimos e glandulas anexas, a sua composi¢cdo em relacdo as

proteinas varia entre as espécies e também entre os individuos, sendo esses
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componentes importantes na manutencgéao e viabilidade espermética (HAASE et
al.,, 2005; CARDOZO et al., 2006; CABALLERO et al., 2008; CAJAZEIRAS,
2009). O plasma seminal possui fatores que influenciam tanto o
espermatozoide quanto o trato genital feminino durante o transporte
espermatico, sendo muitos desses fatores as proteinas (CABALLERO et al.,
2008). Desse modo, por ser tdo complexo, € um composto promissor para o
estudo e identificacdo de potenciais biomarcadores relacionados a fatores
reprodutivos, como exemplo a fertilidade dos machos (GONZALEZ-CADAVID
et al., 2014).

Proteinas sdo componentes do plasma seminal que influenciam na
fertilidade e funcdes espermaticas, sendo estas divididas em trés principais
familias nos animais ungulados: proteinas secretadas ricas em cisteinas
(CRISPs), proteinas que contém o dominio fibronectina tipo Il (fn 1l) e proteinas
da familia das espermadesinas (BERGERON et al., 2005; CAJAZEIRAS, 2009;
TREIN, 2014).

Informacdes sobre os efeitos dos componentes do plasma seminal sdo
necessarias para melhorar a longevidade e qualidade do sémen ovino
criopreservado (MOHAMMAD et al., 2015). Considerando caracteristicas
importantes na qualidade espermética, como motilidade, integridade da
membrana plasmatica e integridade do acrossoma pOs descongelacao.
Técnicas mais avancadas de avaliacdo de sémen ovino, ainda que estejam
restritas a centros de pesquisas devido a dificuldade encontrada para a
realizacdo necessitam de avancos, pois tais técnicas permitem aumentar a
acurécia e repetibilidade das analises (BERGSTEIN, et al., 2014).

Soleilhavoup et al., (2014) identificaram mais de 700 proteinas presentes
no plasma seminal de carneiros, Souza et al., (2012) identificaram 41, Goularte
et al., (2014) identificaram 6 bandas proteicas consideradas candidatas como
marcadores de tolerdncia espermética para congelacdo, sendo que vérias
destas podem futuramente ser usadas como biomarcadores de fungbes
especificas no sémen, ajudando a entender melhor o papel do plasma seminal
na fertiidade masculina, Rickard et al.,, 2015 identificaram marcadores de
resisténcia a congelacdo. Proteinas do plasma tem sido relatadas para
proteger os espermatozoides de carneiros aos danos causados pelo choque

térmico da criopreservacao, alguns autores sugerem que as espermadesinas
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sdo responsaveis por manter estas propriedades protetoras (SOLEILHAVOUP
et al., 2014). Estudos demonstram a importancia do plasma seminal auxiliando
positivamente na fertilidade, servindo também como diluente e veiculo para os
espermatozoides e exercendo acdo estimulante na motilidade espermatica
durante a ejaculacdo. Segundo esses autores € provavel que varias proteinas
do plasma seminal possuem fun¢gées moduladoras, incluindo capacitacao
espermatica, reacdo acrossOmica e interacdo espermatozoide-odcito, entre
outras (MOURA et al., 2011; SOUZA et al., 2012; SOLEIHAVOUP et al., 2014;
LUNA et al., 2015). Em um estudo realizado para determinar biomarcadores
em dromedarios, Waheed, et al., (2015) utilizaram 8 dromedarios férteis e 11
inférteis, e concluiram que CRISP3, sPLA2, GPx e testosterona sao
biomarcadores associados a fertilidade, presentes tanto no plasma como no
soro. E que a osteopontina do plasma seminal € positivamente correlacionada
com a fertilidade, e que a prostaglandina D sintetase est4 negativamente
associada a fertilidade em dromedarios. Um estudo realizado com 56 touros da
raca Brahman, Régo et al., (2014) analisaram os atributos bioquimicos das
proteinas identificadas e concluiram que estas podem participar na maturacao,
protecdo, capacitacdo espermatica, sobrevivéncia no oviduto, reacdo
acrossdmica e na fertilizagdo. Demonstrando assim a necessidade de novas
pesquisas para o conhecimento fisiolégico de tais proteinas.

A composicdo de proteinas de preservacdo varia entre os machos.
Alguns animais apresentam maior sensibilidade & criopreservagéo, sendo estes
classificados em animais de alta e baixa congelabilidade. Carneiros com baixa
congelabilidade apresentam maiores quantidades de proteinas prejudiciais aos
espermatozoides e, consequentemente, carneiros com alta congelabilidade
apresentam maiores quantidades de proteinas protetoras (SOLEILHAVOUP et
al., 2014). O conhecimento do perfil proteico do plasma seminal possibilita a
utiizagcdo de proteinas como marcadores moleculares, para que tanto a
auséncia ou presenca destas proteinas possa ser atribuida a uma melhor
gualidade seminal, futuramente tornando-se uma ferramenta para auxiliar na
selecdo de reprodutores (NASCIMENTO et al., 2012). A expectativa de dispor
desses marcadores que contribuam para a avaliacdo do desempenho do
animal tem sido objetivo de varias pesquisas nas Ultimas décadas,

possivelmente contribuindo significativamente na selecdo de reprodutores
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(JOBIM et al., 2009). Silva e Guerra (2014) ressaltam a necessidade de realizar
pesquisas com intuito de identificar crioprotetores, em quais concentracdes e
guais momentos estes devem ser adicionados aos diluentes, objetivando
melhores indices de integridade espermatica pos criopreservacao. Nos ultimos
anos houve um consideravel aumento no interesse em desenvolver
biotecnologias reprodutivas, principalmente as que estdo envolvidas no
processo de criopreservacdao dos espermatozoides, pois tal técnica promove
injrias aos mesmos, 0 que diminui as taxas de fertilizacdo, e
consequentemente diminui os lucros na producédo. Dessa forma, Caballero et
al., (2008), concluiram que o uso de espermadesinas isoladas na espécie suina
(PSP-I/PSP-II), podem contribuir para o desenvolvimento de novas
biotecnologias reprodutivas, entretanto sdo necessarios novos estudos para
melhor compreender as funcdes das espermadesinas na capacitacao
espermatica e sua utilizacdo em sémen congelado. Régo (2010) ressalta a
importancia do estudo de proteinas presentes no plasma seminal para a
elaboracdo de novas ferramentas ligadas a biotecnologia da reproducdo e
através disso desenvolver estratégias para a selecdo de carneiros baseado em
parametros do plasma, possibilitando identificar fertilidade e precocidade
sexual. Estudos com uma grande populacdo de animais sdo necessarios para
validar a presenca de biomarcadores, utilizando isso como método de selecdo
de reprodutores baseados no perfil proteico do plasma seminal (BOE-HANSEN
et al., 2015).

De acordo com Camara & Guerra (2011) é necessério a realizacdo de
estudos que objetivem o prolongamento da capacidade dos gametas, pois
muitas vezes as diferencas de fertilidade observadas nos animais ndo sao
detectadas atraves de testes rotineiros aplicados na avaliacado da qualidade do
sémen, podendo tais diferencas serem atribuidas aos componentes
moleculares presentes nos espermatozoides e no plasma seminal (JOBIM et
al., 2009; MOURA et al., 2011). Analises bioquimicas associadas aos critérios
de avaliacdo espermatica, poderiam ser auxiliares na identificacdo de
importantes diferencas entre o potencial de fertilidade dos animais (JOBIM et
al., 2009). Sendo os resultados envolvendo indices de fertilidade “in vitro” mais
significativos para indicar as proteinas candidatas a marcadores (JOBIM et al.,

2009). Adicionando sémen de carneiro com alta congelabilidade em sémen de
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carneiro com baixa congelabilidade antes da criopreservagéo, Silva, (2014)
observou que esta adicdo incrementou a qualidade do sémen, considerando
gue alguns animais apresentam maior sensibilidade a criopreservacao.
Identificando bandas proteicas, Goularte et al., (2014) avaliaram a motilidade
espermética e integridade da membrana plasmatica antes e depois da
descongelacdo e a integridade do acrossoma pos descongelacdo, concluindo
gue a presenca em maiores quantidades de determinadas bandas e menores
em outras favoreceram a uma melhor motilidade e integridade da membrana

plasmaética e integridade do acrossoma.

1.2. Espermadesinas

Espermadesinas sdo proteinas de baixo peso molecular (12 a 16 KDa)
secretadas pelo trato genital masculino e glandulas anexas, ligadas a superficie
dos espermatozoides e representam as principais proteinas encontradas no
plasma seminal de algumas espécies, possuindo um dominio CUB em sua
estrutura (ROMERO et al.,, 1997), sigla originaria das primeiras proteinas
identificadas com este dominio (BORK & BECKMAN, 1993): C de
subcomponentes do complemento (Clr, Cls) U da proteina do embrido do
ourico-do-mar (Uegf) e B da proteina 1 morfogenética do osso (Bmp1l), o que
pode ser atribuido as suas funcbes (CALVETE et al.,, 1995; VARELA et al.,
1997; ROMAO et al., 1997; HAASE et al., 2005; CABALLERO et al., 2008),
sendo este estabilizado por meio de duas pontes dissulfeto entre os residuos
de cisteinas vizinhas, onde os conhecimentos sobre o dominio CUB de dois
membros da familia espermadesina inicialmente foram revelados através da
estrutura cristalina (CALVETE, et al., 1995). Estudos procuram identificar a
origem celular das espermadesinas, em suinos a vesicula seminal tem sido
indicada como a principal fonte produtora, embora ocorra também sintese
proteica nos epididimos e outras glandulas anexas do aparelho reprodutor de
suinos (DOSTALOVA, et al., 1994; TOPFER-PETERSEN, et al., 2008).

A funcdo e a estrutura da espermadesina tém sido estudadas em
suinos. Estas proteinas sdo as mais abundantes no plasma dessa espécie,
representando em torno de 90% (TOPFER-PETERSEN, et al., 1998; HAASE,
et al.,, 2005; CABALLERO, et al., 2008), sendo em garanhdes também as
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principais proteinas, ja em bovinos as principais proteinas do plasma sao
pertencentes a familia das fribronectinas que contém o dominio tipo |l
(BERGERON, et al., 2005). Em um estudo realizado com sémen coletado de
12 cachacos, para a identificacdo das proteinas presentes e correlaciona-las
aos parametros espermaticos, Gonzéalez-Cadavid et al., (2014), identificaram
gue a maioria das proteinas presentes no plasma de cachagos séo
pertencentes a familia das espermadesinas (45,2%), utilizando o 2D-SDS-
PAGE como método, ressaltando que existem diferengcas nos teores de
proteinas de acordo com o método utilizado para a identificacdo
(cromatografia). Na espécie bovina, mais especificamente na raca Brahman
(Bos indicus), Régo et al., (2014), identificaram 46 proteinas, sendo as
principais as BSP (Binder of Sperm Proteins) 1, 3 e 5, correspondendo a 55,8%
do total identificado, semelhante ao que ja foi descrito em animais Bos taurus,
tais proteinas desempenham fungdes associadas aos mecanismos
espermaticos, interagindo com outras proteinas (apolipoproteina Al,
espermadesina e proteina secretada pelo epididimo E1), entre outros
componentes ligados as funcdes espermaticas. As espermadesinas-1 e Z13
foram as segundas em maior quantidade.

As espermadesinas sao consideradas pertencentes a uma classe de
lectinas animais, sendo assim proteinas multifuncionais com capacidade de se
ligar a carboidratos, inibidores de proteases e fosfolipidios, sugerindo funcdes
em varias etapas da fertilizacdo, entre elas a capacitacdo espermatica
(DOSTALOVA et al., 1994; VARELA et al., 1997; TOPFER-PETERSEN et al.,
1998; HAASE et al.,, 2005; CABALLERO et al., 2008), ja identificadas em
suinos, bovinos, equinos, caprinos e ovinos.

Ainda esta sendo estudado o papel fisiolégico dessas proteinas, autores
acreditam que ela possa estar ligada ao processo de capacitacdo espermatica,
reconhecimento e ligacdo entre os gametas (DOSTALOVA et al., 1994;
VARELA et al.,, 1997; TOPFER-PETERSEN et al., 1998). Em suinos possui
importancia na viabilidade e motilidade espermatica (CABALLERO et al., 2008).

As proteinas da familia das espermadesinas ja foram identificadas e
relatadas em varias espécies de mamiferos. Em suinos, 5 espermadesinas
foram identificadas, AQN-1, AQN-3, AWN, (heterodimeros), PSP-I, e PSP-II

divididas em duas classes, de acordo com suas capacidades de ligacdo a
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heparina, onde as AQN-1, AQN-3, AWN apresentam ligacdo com heparina e
receberam essa nomenclatura baseada nos trés primeiros residuos de
aminoacidos das suas sequéncias: alanina (A), glutamina (G), asparagina (N) e
triptofano (W), e pertencentes a segunda classe estdo as PSP-I, e PSP-Il sem
ligagdo a heparina (VARELA, et al., 1995), em bovinos duas espermadesinas
foram identificadas, a SPDH 1 (aSFP) (WENPE et al., 1992) e a SPDH 2 (Z13)
(TEDESCHI et al., 2000), em garanhfes uma espermadesina homologa a de
caprinos foi identificada, a HPS-7 (REINERT et al., 1996), em caprinos as
BSFP (Buck Seminal Fluid Protein) foram identificadas pertencentes a essa
familia (TEIXEIRA et al., 2002; MELO et al., 2008). Bergeron et al., (2005)
isolaram as principais proteinas presentes no plasma seminal de carneiros, por
meio da cromatografia de afinidade em coluna com gel de agarose, indicando
gue as espermadesinas (RSP) e as proteinas da familia das BSP
provavelmente desempenham funcdes biologicas semelhantes, e as
espermadesinas representaram as principais proteinas do plasma de carneiros,
45% do total.

O baixo volume de plasma seminal de algumas espécies (ovino,
caprino), dificulta a obtencdo de espermadesinas para a realizacéo de estudos
nas areas de Bioquimica, Reproducao e biotecnologias aplicadas a reproducédo
animal, devido esse entrave, Cajazeira et al., (2009) encontraram a
necessidade em produzir proteinas recombinantes, tornando a producédo de
espermadesinas em larga escala, através da utilizacdo de bactérias como fonte
de producéo dessas recombinantes.

Caballero et al.,, (2008), verificaram um significativo aumento no
percentual de espermatozoides viaveis quando adicionada as proteinas PSP-
I/PSP-1l em solugédo contendo espermatozoides suinos. Da mesma maneira
gue perceberam um numero maior de células espermaticas mortas quando
estas foram incubadas na auséncia das PSP-I/PSP-Il, de tal modo podendo
essas proteinas futuramente serem utilizadas como ferramentas no
desenvolvimento de biotecnologias envolvidas na preservacdo de

espermatozoides.
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1.3. Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD).

1.3.1. Principio da técnica de CD segundo Verli, (2014).

O dicroismo circular é uma técnica espectroscopica utilizada para
estudar uma grande variedade de moléculas quirais (molécula que ndo é
sobreponivel a sua imagem no espelho).

A espectroscopia € um levantamento de dados fisico-quimicos de um
determinado sistema através da transmissao, absorcéao ou reflexdo da energia
radiante incidente. No caso do CD, a energia incidente é a ultravioleta
comumente na faixa do UV, 380 a 180 nm. Desse modo o espectro de CD é
gerado pela diferenca da capacidade de absorcdo dos componentes esquerdo
e direito da luz circularmente polarizada por moléculas quirais que possuem
atomos de carbono assimétricos e, consequentemente, diferentes atividades
Opticas.

A capacidade de absorcdo de moléculas quirais esta diretamente ligada
as diferencas nos seus coeficientes de absorbancia. De tal modo, diferentes
moléculas ou partes delas possuem CD em regides especificas do espectro.
Em instrumentos de laboratério, espectros de CD sdo normalmente registrados
no UV, tipicamente em comprimentos de onda variando de 180 a 260 nm.

De um modo geral, os espectros de CD séo utilizados para diversos
tipos de estudos, incluindo: enovelamento e estrutura secundaria de proteinas,
estrutura de proteina de membrana inseridas em bicamadas lipidicas, interacao
entre moléculas, monitoramento de integridade de moléculas sob aquecimento,
guantificacdo de alteracdes conformacionais, caracterizacdo de dominios de
proteinas, podendo ser empregado em comparacdes com modelos gerados
computacionalmente.

O conceito de luz polarizada é importante para a realizagdo de estudos
de CD. A luz solar (luz convencional) € um exemplo de luz ndo polarizada
(Figura 1 A), ja que ela emite radiacdo que se propaga em todos os planos.
Isso porque a luz branca é composta por ondas eletromagnéticas que vibram
em diversos planos perpendiculares a dire¢cdo da propagacao da luz, ja a luz

polarizada € aquela que possui vibragdo em apenas um plano (Figura 1 B).
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Diversos planos de vibracao Unico plano de vibragao

Figura 1. Representacao planar da luz ndo polarizada (A) e polarizada (B).

No CD, a luz utlizada é circularmente polarizada, o que é uma
combinacdo de duas ondas linearmente polarizadas, uma vertical e outra

horizontal, de mesma amplitude.

Figura 2 — Representacédo planar da luz circularmente polarizada.

A diferenca de absorcdo da luz circularmente polarizada a direita e a
esquerda da origem ao espectro de CD. Desse modo, CD = Ap—Ag, onde Ap
representa a absorcao da luz circularmente polarizada a direita e Ae a absorcéo
da luz circularmente polarizada a esquerda.
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Sdo os angulos especificos ® e W da cadeia polipeptidica, os
responsaveis por cada uma das estruturas secundéarias conhecidas de
proteinas. Cada tipo de estrutura secundaria apresenta um espectro de CD
caracteristico, com bandas posicionadas em comprimentos de ondas
especificos e distintos uns dos outros. Desse modo a forma do espectro de CD
de uma proteina dependera de seu contetdo de estrutura secundaria (Figura
3).
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Figura 3 — Espectros de CD de estruturas a-hélice, folha-$ e estruturas irregulares.

Deste modo, a partir de variagcbes no espectro de CD, é possivel
acompanhar o fenbmeno de mudancas conformacionais em proteinas
decorrentes de sua interagcdo com ligantes, bem como seu desenovelamento
por acdo de agentes desnaturantes e agentes fisicos como, por exemplo, o

aumento da temperatura.
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1.4. Principio da técnica de modelagem molecular por homologia,
segundo Verli (2014).

A funcdo de uma proteina esta associada a sua estrutura tridimensional,
iSSO inspira as buscas por um método que seja capaz de prever a estrutura
nativa de uma proteina a partir da sua sequéncia de aminoécidos.

No método de modelagem por homologia, a proteina de interesse (alvo)
tera sua estrutura 3D predita usando como referéncia a estrutura 3D de outra
proteina similar (chamada também de molde). Essa proteina similar tem de
possuir estrutura 3D resolvida experimentalmente, e as coordenadas
cartesianas de seus atomos devem estar depositadas em banco de dados de
estruturas como o PDB.

A modelagem por homologia é o método mais frequentemente
empregado na determinacdo de estruturas e, seu limite de predicdo esta
intrinsecamente relacionado com o grau de similaridade entre estruturas alvo e
molde. Geralmente, consideram-se como limites minimos de aplicabilidade do
método, valores de 25 a 30% de identidade, obtidos através do alinhamento
entre a sequéncia de aminoacidos e de uma ou mais proteinas molde. A
modelagem pode ser dividida em cinco etapas.

A primeira etapa é a identificacdo de referéncia, que tem por objetivo
identificar sequéncias de aminoacidos de proteinas resolvidas
experimentalmente que possuam similaridade com a sequéncia da proteina de
interesse, cujas estruturas serdo empregadas posteriormente como moldes. A
proxima etapa consiste na selecdo dos moldes, € necessario escolher uma ou
mais estruturas que servirdo de molde para a constru¢do do modelo 3D final.

Uma vez escolhida a estrutura molde, é necesséario realizar o
alinhamento entre as sequéncias alvo e molde de forma a garantir que toda a
proteina de interesse seja modelada. Alinhamento com mais de 40% de
identidade é o suficiente para gerar um modelo confiavel. O modelo final sera
uma representacao desse alinhamento gerado.

A partir do alinhamento global entre as sequéncias alvo e molde,
algoritmos especificos para PSP via modelagem comparativa iréo transferir as
informacdes extraidas da estrutura 3D da proteina molde para o modelo.

A Ultima etapa consiste na validagdo do modelo onde, apds a construcao

do modelo é necessario identificar possiveis erros relacionados aos meétodos
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empregados, a escolha das referéncias e ao alinhamento entre as sequéncias
alvo e molde. Caso o modelo seja caracterizado como de ma qualidade, todo o
protocolo anterior deve ser revisto no intuito de se melhorar o alinhamento,

escolher outros moldes ou até mesmo decidir-se pelo uso de outros métodos.

Esturura molde Estutura desconhecida

ELAIGILTVSYIPSAEKIR

Sequéncia de aminoacidos

ELA-IGILTVSYIPSAEKIRAP--ELTI

Modelo Gerado

Figura 4. Esquema representando a utilizag&o de uma estrutura molde para gerar o modelo 3D
de uma proteina através do alinhamento da sequéncia de aminoacidos.

1.5. Principio da técnica de Dinamica molecular segundo Verli (2014).
Dinamica molecular (DM) é um procedimento de simulacdo que consiste
na computacdo do movimento dos atomos de uma molécula ou de atomos
individuais ou moléculas de solidos, liquidos e gazes de acordo com as leis de
movimento de Newton. Deste modo, a DM descreve a variagdo do

comportamento molecular (movimento) como func¢éo do tempo.

A Dinamica Molecular € uma das técnicas computacionais mais
versateis para o estudo de macromoléculas bioldgicas. A metodologia da DM é
fundamentada nos principios da Mecéanica Classica e fornece informagdes
sobre o comportamento dinamico microscopico, dependente do tempo, dos

atomos individuais que compdem o sistema. Para se obter as propriedades
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macroscopicas de interesse, a aplicacdo da mecanica estatistica é requerida, a
qual tem a funcdo de calcular propriedades observaveis macroscopicas como
pressao, energia interna, volume, temperatura, entropia, energia livre, a partir
de outras variaveis microscopicas. Com base na Mecanica Molecular, as
moléculas sdo tratadas como uma colecdo de atomos que pode ser descrita
por forgas newtonianas (forgas de movimento), ou seja, séo tratadas como uma
colecdo de particulas mantidas unidas por forcas harmoénicas ou elasticas
(restricbes ao movimento descritas no campo de for¢ca). Um conjunto completo
dos potenciais de interacdo entre as particulas é referido como “campo de
forca”. O campo de forca empirico, tal como € conhecido como uma funcao
energia potencial permite que a energia potencial total do sistema, V(, seja
calculada a partir da estrutura tridimensional das moléculas. V) € descrito
como a soma de varios termos de energia, que compde a estrutura da
molécula, que incluem: os termos para os atomos ligados como: o comprimento
das ligacdes entre os atomos (Ve), 0os angulos das ligagbes entre os atomos
(Vb), os angulos diedros (Vior-1 € Vior-p), bem como os termos para atomos ndo
ligados: interagbes de Coulomb (Velec) € de van der Waals (Vvaw), conforme

equacao 1:

V(r) =V, +V, +Vio; 1 +Vior o T Veree T Vodw 1)

or-1 or-p lec

Em resumo, a DM aplica movimento aos atomos do sistema (molécula),
porém, estes atomos ndo podem se mover de qualquer maneira, eles devem
obedecer a algumas restricbes constantes no campo de for¢ca. Desta forma, o
programa de simulacao, utiliza dos termos do campo de for¢a para calcular a
energia do sistema. Se durante a simulagdo os termos convergirem para um
valor ideal, a energia do sistema (Vr) tende a diminuir. Se o0s termos
convergirem para valores distantes dos ideais, a energia do sistema tende a

aumentar.

1.6.. Principio datécnica de cristalizagdo da proteina.
A difracdo de raios-X é um dos métodos mais utilizados para se

conhecer completamente e com exatiddo a estrutura molecular de uma
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proteina, para isso é necessario a obtencdo de cristais de proteina para a
realizacédo do experimento de difracao de raios-X.

Um cristal € um sélido formado por atomos e ions ordenados em um
mesmo padrdo que se repete ao longo de uma rede regular. Os cristais sao
necessarios nesta técnica, pois a difracdo de raios-X a partir de uma Unica
molécula é muito dificil de mensurar. Desta forma, o cristal age como um
amplificador, aumentando o sinal de difracdo uma vez que ele possui um
conjunto de moléculas ordenadas de forma similar. A determinacdo de
estruturas precisas requer cristais bem ordenados que difratem raios-X
fortemente (BABINE & ABDEL-MEGUID, 2004).

A cristalizacdo nada mais € do que forcar uma proteina a precipitar em
um arranjo tridimensional ordenado. Este arranjo tridimensional solido é o
cristal. Para se chegar a uma forma cristalina a partir de proteina dissolvida em
solucao, é necesséario que a solubilidade da molécula seja reduzida. Como
regra geral, a reducédo da solubilidade de uma proteina em solucéo, resultara
na formacdo de um precipitado de proteina amorfa. No entanto, se as
condi¢cdes apropriadas forem estabelecidas de modo que a superficie das
moléculas de proteinas adjacentes em solucdo se alinhe de forma
complementar, podem ocorrer interacbes de atracdo especificas entre tais
moléculas. Se estas interacbes também forem geometricamente favoraveis,
podera levar a proteina a cristalizar (SHERWOOD & COOPER, 2011) (Figura
5).

Embora um cristal de proteina seja considerado sélido, ele é formado
por uma grande quantidade de solvente, em torno de 30 a 50% e, quanto maior
o teor de solvente, mais fragil é o cristal. Isso porque a estrutura cristalina é
mantida por interacdes fracas como contatos de Van-der-Waals (interacdo
hidrofébica) e pontes de hidrogénio (LATTMAN & LOLL, 2008).
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Figura 5. Exemplo do arranjo ordenado em um cristal de proteina. O retangulo preto
representa a cela unitaria, a unidade (arranjo) que se repete dentro do cristal. Fonte: Katona et
al, 2003.

Existe uma barreira de energia para a cristalizacdo que deve ser cruzada
pelas proteinas antes que elas possam cristalizar, conforme mostra a Figura 6.
O nucleo critico corresponde a um intermediario de alta energia e, quanto mais

alta for a barreira de energia, mais lenta sera a taxa de nucleagéo.
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Figura 6. Diagrama da barreira energética a cristalizagao. (fonte: molecularsciences.org)

Existem varios métodos para se obter um cristal de proteina. O método
utilizado neste projeto foi a difusdo de vapor. Neste método, poucos microlitros
da solucao de proteina sdo misturados com um volume semelhante da solucao
de precipitante contida no reservatério. Uma gota desta mistura é colocada sob
uma laminula de vidro siliconizada que cobre o reservatorio. Uma vez que a
mistura proteina/precipitante (gota) € menos concentrada do que a solucédo do

reservatorio, a agua lentamente evapora da gota até o reservatoério (Figura 7).
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Como resultado, a concentracdo de ambas: proteina e precipitante aumentam
gradualmente na gota, levando os cristais a se formarem (DRENTH &
MESTERS, 2007).

Figura 7. Método de cristalizagao por difusdo de vapor conhecido como gota pendurada

(hanging drop). Fonte: molecularsciences.org

Desta forma, foram realizados experimentos de cristalizacdo da
espermadesina purificada, o qual € uma etapa importante para se obter a

estrutura da proteina por meio de experimentos de difracédo de raios-X.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Purificar a proteina espermadesina presente no plasma seminal de
carneiros da raca Texel.

Avaliar as caracteristicas termodindmicas desta proteina por meio de
estudo de desnaturacdo com espectropolarimetro de dicroismo circular (CD).

Modelar a estrutura tridimensional da proteina espermadesina e

compara-la com os dados obtidos com o experimento de dicroismo circular.

2.2. Objetivos especificos

Coletar o esperma ovino e separar o plasma seminal por meio de
centrifugagéo.

Purificar a enzima do plasma seminal utilizando técnicas de
cromatografia em coluna.

Avaliar a pureza da amostra por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Realizar estudos de desnaturagdo da espermadesina em
espectropolarimetro de dicroismo circular, de modo a determinar os parametros
termodinamicos ACy, AHdesnaturagio € Tmelting COMparando estes parametros com
os de espermadesinas de outras espécies de mamiferos. Usar os espectros de
CD para estimar a composicdo da estrutura secundaria da proteina em
solucéo.

Determinar a estrutura tridimensional da espermadesina de ovinos por
meio de modelagem por homologia e correlacionar a composi¢cdo de sua

estrutura secundaria com os dados de CD.
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3. MATERIAL e METODOS

3.1. Coleta de sémen

O sémen utilizado nas pesquisas foi proveniente de dois carneiros
adultos da ragca Texel, animais pertencentes a Universidade Estadual de
Maringa, Centro de Ciéncias Agréarias, campus de Umuarama, setor de Criacdo
e Reproducéo animal.

Para a coleta de sémen foi realizada a técnica de eletroejaculacéo, que
consiste no uso de um eletroejaculador, um eletrodo cilindrico introduzido via
retal que libera estimulos elétricos, proporcionando a ejaculacdo do animal.
Imediatamente apos a coleta, o sémen foi centrifugado a 4500 giros durante 15
minutos, para promover a separacdo do plasma seminal. Depois de separado o
plasma foi armazenado em tubos criogénicos a —20° C, para que nao ocorra

perda das propriedades de interesse.

3.2. Purificacdo da proteina

As sequéncias dos experimentos descritas a seguir foram realizadas no
laboratorio de Bioquimica Estrutural da Universidade Estadual de Maring4,
Centro de Tecnologia, campus de Umuarama. A purificacdo da proteina foi
obtida por meio da técnica cromatografia de troca-ibnica, utilizando um
cromatografo AKTA Pure M20 (GE Lifesciences), acoplado a uma coluna
HiTrap Q HP (GE Lifesciences) com volume de 1 mL.

Foram aplicadas no cromatografo 1,5 mL de uma solucdo de plasma
seminal a 7% dissolvida em tampao A (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0) e eluida com
tampéo B (Tris-HCI 20 mM + NaCl 1,0M, pH 8,0). Aliquotas de 2 mL foram
coletadas com um coletor automatico de fracbes e, a amostra foi identificada
por meio de eletroforese SDS-PAGE a 15% corada com Nitrato de Prata
(LAEMMLLI, 1970).

Quando necessario, a amostra eluida foi concentrada com
concentradores Amicon 10 Kd e passada em uma coluna de filtragdo em gel
contendo resina Sepharose S300 (GE Lifesciences) equilibrada com tampéao A,

num fluxo de 1,0 mL por minuto.
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3.3. Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD).

3.3.1. Avaliacdo dos parametros biofisicos da espermadesina.

Com a proteina isolada, foi efetuado o estudo estrutural com uso do
equipamento de dicroismo circular, disponivel no Complexo de Centrais de
Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade Estadual de Maringa, campus
de Maring&. O dicroismo circular (CD) é particularmente Gtil para o estudo de
estruturas que possuem unidades opticamente ativas, ou seja, podem exibir
sinal na espectroscopia de dicroismo circular, permitindo a deteccdo de
mudancgas conformacionais da proteina previamente isolada, a qual sera
submetida a aquecimento continuo como forma de provocar sua desnaturacao
gradual.

Para isso, uma solucdo de 400 uL de espermadesina purificada
(Img.mL™?) foi adicionada em uma cubeta de quartzo com caminho éptico de
0,5 mm e acoplada em um espectropolarimetro de dicroismo circular (CD)
modelo Jasco J815. Foram coletados espetros de CD e de Absorbancia entre
0os comprimentos de onda 190 a 300 nm. Cada espectro foi coletado em uma
temperatura distinta entre 20 °C e 90 °C em intervalos de 5 °C. A variacdo
espectral média em 210 e 210,5 nm foi utilizada para acompanhar a variacédo
do espectro de absorcdo em funcdo do aquecimento, de modo a determinar a
temperatura de melting (Tm). A transicdo entre o0s estados Nativo e
Desnaturado foi utilizada para se determinar a constante de desnaturagéo (K).

K
[N J[D] 2)
A fracd@o de proteina total na solugéo é a soma da fracdo de proteina no estado

Nativo mais a fracao de proteina no estado desnaturado:
[Prt]=[N]+[D] ©)

A fracdo de proteina no estado nativo é igual a fracdo de proteina no estado

desnaturado menos um:

fu =[N1/[Prt] =L f,) @
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A fragdo de proteina no estado desnaturado é igual a fracdo de proteina no
estado desnaturado sobre a concentragao total de proteina:

f, =[D]/[Prt] o
Combinando a equacédo 1, 2, 3 e 4, temos que o valor de K é igual a fracdo da
guantidade de proteina no estado desnaturado sobre a quantidade de proteina
no estado nativo:

«_[Dl_ 1

CIN] fy ©

Deste modo, é possivel encontrar o valor de K para cada etapa da transicdo do
estado nativo para o desnaturado, durante o experimento de desnaturacao.
Com o valor de K, é possivel calcular o AG de desnaturacédo para cada etapa

da transicao durante o experimento de desnaturacao:

AG=-RTIhK o

Quanto a fp for igual a fv (no equilibrio), ou seja, 50% da proteina no estado
Nativo e 50% da proteina no estado Desnaturado, o valor de AG=0.

Deste modo, para cada etapa do processo de desnaturacao, € possivel calcular
o AG. O valor do AG pode entao ser utilizado para se determinar a variacao na
Entalpia de desnaturagdo (AHm) e a variacdo na Capacidade Calorifica (ACp)

a partir da equacao 8.

T T
AG(T):AHm(l—T—j—ACp (Tm—T)+T|”(T—] (8)

m m

onde,

Tm = valor de T para AGn=0

AHm = Tm(dAG/dT)

ACp = declividade do gréafico AHvs T

AH = declividade do grarico —RInK vs 1/T. Se AH for constante, significa que
ACp é zero.
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3.3.2. Estimativa da composi¢éo de elementos de estrutura
secundaria.

A determinacdo da composi¢cdo dos elementos de estrutura secundaria
da amostra purificada foi realizada por meio da deconvolucédo do espectro de
CD a 20 °C, uma vez que nesta condicdo, a proteina estiq totalmente
enovelada (100% no estado nativo) por meio do programa CDNN. O resultado
desta analise foi comparado com a estrutura 3D modelada de modo a
corroborar os dados tedricos (modelagem) com os experimentais (dados de

CD) e, garantir que a proteina de interesse foi utilizada nos ensaios.

3.4. Modelagem da estrutura 3D da espermadesina ovina.

A estrutura tridimensional da espermadesina de ovinos da raca Texel
ainda ndo foi determinada por métodos experimentais. A determinagcdo da
estrutura desta proteina permitirda um maior entendimento a respeito da
variabilidade estrutural destas proteinas, bem como servira para validar os
dados obtidos por dicroismo circular.

Contudo, a obtencdo da estrutura por métodos experimentais, como a
difracdo de raios-X € um processo bastante demorado. Por isso a estrutura da

espermadesina ovina foi obtida pelo método de modelagem por homologia.

3.4.1. Modelagem da espermadesina ovina.

A estrutura da espermadesina de touro (Bos taurus) depositada no PDB
(ROMERQO et al., 1997) (pdbid: 1sfp) foi utilizada como molde para modelagem
da ovina, por ter maior identidade entre as seqiéncias de aminoéacidos. O
processo de modelagem foi realizado utilizando o pacote de programas
Modeller v9.14 (ESWAR et al., 2006). Foram gerados mil modelos da proteina
na forma apo (livre) onde, os cinco melhores modelos foram escolhidos com
base nos parametros internos de qualidade do programa Modeller (score do
programa). Destes cinco, o melhor foi escolhido com base na qualidade

estereoquimica avaliada pelo programa Procheck (CCP4, 1994).
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3.5. Dinamica molecular.

3.5.1. Dinamica molecular da espermadesina ovina

Uma dindmica molecular foi realizada para verificar a estabilidade do
modelo gerado da espermadesina ovina. Para esta técnica, foi utilizado o
pacote de programas VMD/NAMD (PHILLIPS et al., 2005) para dinamica e
visualizagdo. O campo de forca utilizado foi o Charmm C35b2_ C36a2
(MacKerell, 1998). Todas as dinamicas foram realizadas com a proteina imersa
em uma caixa com agua simulando condi¢des de contorno periddicas, ions Na*
em quantidade suficiente para neutralizagdo das cargas do sistema pois a vida
nao existe em uma carga liquida, temperatura de 300K, 1 atm de presséo e pH
7,0. Para esta ultima condic&o, os grupos ionizaveis foram ajustados para sua
condicdo de protonagdo em pH 7,0. O tempo de dinamica foi estabelecido
mediante o sistema ter atingido o equilibrio termodinamico, verificado com base

na variacao do rmsd dos carbonos alfa da proteina em funcéo do tempo.

3.6. Cristalizacdo da proteina.

3.6.1. Cristalizacdo da espermadesina ovina.

Para a cristalizacdo da espermadesina ovina, foi utilizado o método da
gota pendurada (hanging drop), conforme Figura 7.

Primeiro foi necessario descobrir qual a melhor condicdo para formacéao
de cristais da espermadesina, identificando o melhor pH e a melhor
concentracdo de precipitante. Para isso, foi realizado uma varredura
(screening) de substancias precipitantes e diferentes tampdes para escolher
condicdo ideal de cristalizacdo. A condi¢cao ideal de cristaliza¢do encontrada foi
a que possuia como precipitante polietileno glicol 3.350 a 33% dissolvido em
tampéo acetato de amoénio, 50 mM, pH 6,5. A solucdo da gota pendurada
consistia de 3 uyL de solugcdo de proteina purificada e 2 yL da solugao

precipitante.
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4. RESULTADOS

4.1. Purificacéo da proteina.

O método de purificacdo por cromatografia € uma ferramenta tradicional
e bastante confiavel para se obter proteinas isoladas. Devido a espermadesina
ser a proteina mais abundante do plasma seminal, € possivel obté-la por este
método com rendimento consideravel. A Figura 8 mostra o padrdo de eluicdo
cromatografica do plasma seminal de ovinos da raca Texel nas condi¢cdes
estabelecidas na metodologia.

(] 5 10 15
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Figura 8. Perfil de eluicdo cromatografica do plasma seminal de ovinos da raca Texel,
destacando o pico contendo a fracdo com a espermadesina.

Inicialmente foi inserida no cromatografo uma solucdo de plasma
seminal a 7% dissolvido em tampado A, pois a quantidade de proteina na
amostra era tanta que iria saturar a resina e poderia provocar 0 entupimento
dos capilares do equipamento.

ApoOs a coleta das fragdes a cada 2 ml, procedeu-se a identificacdo da
espermadesina por meio de uma eletroforese SDS-PAGE corada com nitrato
de prata (Figura 9). A espermadesina estava presente do quinto ao décimo
poco, porém, bem concentrada nos poc¢os seis e sete, 0S quais correspondem

ao pico de eluicdo mostrado na Figura 8, sendo coletada nos tubos 11 e 12.




37

Mar 4 5 7 8 i 12 13 14 16 17 22
6 9 15 ao
10 30

Figura 9. Gel de SDS-PAGE mostrando as fragbes com a espermadesina isolada, a qual
apresenta peso molecular de 14 KDa.

Apbés a confirmacdo da identificacdo da proteina por meio de

eletroforese, procedeu-se com as demais analises.

4.2. Determinacéo dos parametros biofisicos por Dicroismo Circular (CD).
As condi¢Bes utilizadas na andlise de CD foram: Concentracdo da
proteina: (1,0 mg.mL™?) diluida em tampé&o fosfato 10mM + B-mercaptoetanol

500uM, pH 7,5, cubeta com caminho 6ptico de 0,5 mm.

A Figura 10 apresenta os espectros de CD obtidos com a desnaturacéo

térmica gradual da espermadesina nas condi¢des citadas na metodologia.
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Figura 10. Variagédo do espectro de dicroismo no UV em funcdo do aquecimento.

De modo a detalhar melhor a regido de transicdo do estado nativo para

o desnaturado, foram coletados espectros a cada 2,5 °C entre 35 e 60 °C.

A variagao da elipcidiade (CD) nos comprimentos de onda 210 e 210,5
nm foi graficada em funcdo do aumento da temperatura (Figura 11).
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Figura 11. Variagdo da elipcidade média em 210 e 210,5 nm em funcao da temperatura.
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Para cada ponto experimental da Figura 10, foi calculado o AG em
funcdo da temperatura (Figura 12) de acordo com a equagao 6, que
correlaciona a fp/ fn.

40000 -
30000
20000
—~~
CE> 10000 -
_)'
~— 04
(D Data: SigmoidPoints DG
< Model: DenaTerm
-10000
Chi~2 = 266379.15801
R"2 = 0.9993
-20000
DHm 344890.35801 +1854.36766
DCp 2149.97325 + 125.83426 O
300004 Tm 338.16513 + 0.09288
T T T T T T T T T T T T T T T T
290 300 310 320 330 340 350 360 370

Temperature (K)

Figura 12. Variacado do AG em fungéo da temperatura (equacéo 7). A linha vermelha
corresponde ao melhor ajuste da equacdo 7 aos pontos experimentais.

A equacdao 8 foi ajustada aos pontos experimentais da Figura 12. Assim,
para que a equacao se ajustasse bem aos pontos, os parametros Tm, AHm e
ACp, teriam que assumir um dado valor, valores estes que sdo apresentados

abaixo:

AHm = 344,9 kd/mol (£ 1,85)
ACp= 2,2kJ/mol.K (£0,13)
Tm= 338,2Kou 65,2 °C (+0,09)

Outra informacdo importante que é possivel extrair a partir do espectro
de CD em condi¢cBes ndo desnaturantes (20 °C) é a composi¢do da proteina

em termos de elementos de estrutura secundaria. Para isso, 0 espectro
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coletado a 20 °C foi analisado pelo programa CDNN (Figura 13), o qual
confirmou que a folha beta € o componente majoritario do espectro.
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Figura 13. Tela do programa CDNN mostrando a composi¢éo secundéria da espermadesina
ovina a partir do espectro de CD a 20 °C.

Detalhes da deconvolucédo do espectro de CD e a comparacao de seus
resultados com o modelo tedrico e com dados semelhantes de espermadesina

de bode saos apresentados na tabela 1.
Tabela 1. Comparacéo da porcentagem de elementos de estrutura secundaria observados na

proteina purificada a partir da espectroscopia de CD, com a porcentagem encontrada na
estrutura modelada e a porcentagem observada na espermadesina recombinante de bode.

Elemento de CDNN % Estrutura Espermadesina
estrutura (média 3 dltimas modelada recombinante de
colunas) VADAR Server Bode (Capra
% hircus)*
Hélice 3,4 2,0 3,0
Folha-B 50,6 68,0 46,0
Beta turn 19,0 14,0 31,0
Coil 34,9 28,0 20,0

Total 107,9 112,0 100,0
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* (Nascimento et al., 2012)

Os resultados mostrados na tabela 1, indicam que a composicao
secundaria da espermadesina ovina estimada a partir de dados experimentais
(espectro de CD) coincide com o que é observado na estrutura modelada 3D
(dados adiante). Além disso, a composicdo secundaria da espermadesina
ovina esta de acordo com o observado na literatura (Nascimento et al., 2012)
gue mostra que na espermadesina recombinante de bode (Capra hircus)
apresenta folha-p (46%) como sendo o componente predominante sobre os
outros elementos que incluem o-hélices (3%), voltas (31%) e elementos
desordenados (20%).

4.3. Modelagem por homologia da estrutura 3D da espermadesina.

A seguéncia de aminoacidos da espermadesina de Ovis aries foi obtida
na base de dados Uniprot (uniprot id: w5pek8). A partir dela, foi realizado um
BlastP contra a base de dados PDB para a busca de moldes estruturais. Os
resultados (Figura 14) mostram que a espermadesina de touro (Bos taurus)

possui 79% de identidade com a espermadesina ovina.
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score score cover  value

Chain A, Crystal Structure Of Acidic Seminal Fluid Protein (Asfp) At 1.9 A Resolution: A Bovine Polypeptide 196 196 84% 7e-66 79% 1SFP A

Chain A, The Crystal Structures Of Two Members Of The Spermadhesin Family Reveal The Folding Of TF 111 M 77% 1e-32 53% 1SPP A

Chain B. The Crystal Structures Of Two Members Of The Spermadhesin Family Reveal The Folding Of Tt 824 824 77% 5e-21 36% 1SPP B

oooo

Chain B, Structure Of Intrinsic Factor-Cobalamin Bound To Its Receptor Cubilin 454 782 62% 4e-06 32% 3KO4 B

Figura 14. BlastP contra a base de dados PDB indicando a identidade e identificacdo da
proteina molde.
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O melhor modelo da espermadesina ovina selecionado dentre os 1000

modelos gerados pelo programa Modeller esta representado na Figura 15.

Figura 15. Estrutura em fita representando o modelo gerado da espermadesina ovina.
Destacam-se os elementos de estrutura secundaria como folhas-f e as al¢as e voltas
(elementos desordenados).

O modelo gerado por homologia da espermadesina ovina possui melhor
gualidade estereoquimica em relacdo ao seu molde, estando com 96,8% dos
seus residuos nas regifes permitidas do grafico de Ramachandram, contra

92,3% dos residuos do seu molde nesta mesma regido (Figura 16).
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [AB.L] 92 96.8% Residues in most favoured regions [AJB.L] LE 92.3%
Residues in additional allowed regions [a.b.lp] 3 3.2% Residues in additional allowed regions [ab.l.p] 7 7.7%
Residues in generously allowed regions [~a.~b,~L~p] 0 0.0% Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1~p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0% Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 95 100.0% Number of non-glycine and non-proline residues 91 100.0%

Figura 16. Gréfico de Ramachandram mostrando a qualidade estereoquimica do modelo da
espermadesina ovina e do seu molde cristalografico.

O modelo 3D da espermadesina ovina, pode entdo ser utilizado para
comparacdo de seus elementos de estrutura secundaria com o que foi
observado a partir de dados experimentais de espectroscopia de dicroismo
circular (capitulo 4.2). O fato de o modelo tedrico estar em concordancia com
os dados experimentais de espectroscopia confirma que a proteina isolada por
cromatografia € de fato a proteina de interesse neste estudo. As propriedades

estruturais do modelo também puderam ser avaliadas por dindmica molecular.

4.4. Dinamica molecular da estrutura 3D da espermadesina ovina.

A dindmica molecular é um método de simulagdo computacional que
estuda o movimento dos atomos e das moléculas em funcdo do tempo sob
condi¢Oes variadas de temperatura, pressdo, pH ou de outras forcas.

A simulagdo da estrutura da espermadesina em condi¢des fisiologicas
indicou que o modelo gerado atingiu equilibrio termodinamico a partir de 7 nano

segundos (ns) de simulacdo e permaneceu assim até 100 ns (Figura 17).
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Figura 17. Gréfico de RMDS mostrando oscilacdo dos atomos da cadeia principal da
espermadesina em fungéo do tempo. A oscilacdo apresentada no grafico é obtida comparando-
se a distancia de cada &tomo em relacdo a posicdo mesmo atomo na estrutura de referéncia

(minimizada).

E possivel observar na Figura 17 que o rmsd calculado a partir dos
atomos da cadeia principal da espermadesina, oscila em uma frequéncia
constante (equilibrio) em torno de 1,7 A, num plateau constante, o que é
considerado uma variacdo pequena e, sugere que a proteina é estavel. Apesar
de sofrer uma oscilacdo maior que a espermadesina de touro, a oscilacdo se
mantém constante ao longo do tempo indicando estabilidade.

A partir desta simulacdo também foi possivel observar se a oscilacdo de
1,7 A poderia causar o desenovelamento da proteina. A Figura 18 mostra que o
raio de giro calculado ao longo do tempo, permaneceu constante ao longo de
toda a simulacdo para ambas as proteinas. Se este raio tivesse aumentado,
significa que a proteina estaria se desenovelando, se estivesse diminuindo,
significaria que a proteina estaria entrando em colapso. Contudo, o valor

constante observado, indica que a proteina ndo se desenovelou.
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Figura 18. Gréfico mostrando a variagéo do raio de giro calculado para os 4&tomos da cadeia
principal da espermadesina em relacdo a estrutura inicial de referéncia (minimizada).

Por meio da simulacdo de dindmica molecular, também foi possivel
avaliar quais sdo os residuos que mais oscilaram ao longo do tempo, ou seja,
permite identificar a regido da molécula com maior flexibilidade estrutural. A
Figura 19 mostra a raiz quadrada média da flutuacédo (rmsf) calculada para os
carbonos alfa (Ca) de cada residuo da espermadesina nos ultimos dez ns de
simulacdo, pois neste tempo, a proteina ja se encontrava em equilibrio
termodindmico. Deste modo, é possivel identificar quais regides da proteina

teriam maior mobilidade em solugéo.
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Figura 19. Gréfico de RMSF mostrando a oscila¢do do Ca calculado para cada residuo de
aminoécido nos ultimos cinco ns de simulagéo.

De acordo com a Figura 19, as regides da epermadesina com maior
flexibilidade séo a regido N-terminal (residuos 1 ao 5) e a regido C-terminal
(residuos 108 a 111). A flexibilidade aumentada destas regides ja é esperada
para a grande maioria das proteinas, por serem segmentos que normalmente
nao assumem nenhum padrdao de enovelamento (regibes desordenadas),
portanto, com maior grau de liberdade de movimento em ambas as estruturas.
Isso explica o motivo da estrutura do molde (espermadesina de touro) utilizada
na modelagem iniciar sua sequéncia de aminoacidos no residuo 4, pois, devido
a alta flexibilidade da regido C-terminal, uma regido desordenada,
provavelmente os polipeptideos de 1 a 3 ndo assumiram uma ordem dentro da
rede cristalina e, portanto, ndo difrataram raios-X, ndo sendo possivel assim, a
geracdo de informacdo experimental que permitisse a identificacdo precisa de

sua posicao.
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4.5. Cristalizacao da espermadesina ovina.

Como ainda n&o ha estrutura cristalografica da espermadesina ovina
depositada no PDB, realizou-se uma varredura para identificar a melhor
condicao de cristalizacdo desta proteina, com o intuito de determinar sua
estrutura tridimensional por difracdo de raios-X. O resultado da triagem mostrou
gue a melhor condicdo de cristalizagdo ocorreu com concentragcdo de
precipitante polietileno glicol 3.350 a 33%, dissolvido em tampao Acetato de
Amonio, 50 mM, pH 6,5. Cristais da espermadesina ovina cresceram nestas
condicdes, apds quarenta dias em temperatura controlada de 25 °C, no escuro
(Figura 20).

Figura 20. Presenca de microcristais de espermadesina ovina.

O fato de termos obtidos microcristais mostra que encontramos a
condicdo em que eles crescem, porém, 0s cristais apresentaram um tamanho
muito reduzido para realizacdo de experimentos de difracdo, sendo necessario
ajustar as condi¢cdes como pH e/ou concentracdo do precipitante, de modo a
obtermos cristais mais viaveis (maior tamanho e volume) ao experimento de
difracdo de raios-X. Contudo, devido a falta de amostra, ndo foi possivel repetir

este experimento.
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5. DISCUSSAO

A sequéncia de aminoacidos da espermadesina ovina possui 135
residuos de aminoacidos, sendo que os residuos de 1 a 20 remetem a um
peptideo de sinalizacédo para a via secretora (meio extracelular). Ja os residuos
de 21 a 135 correspondem a espermadesina propriamente dita. A analise dos
residuos que compde a estrutura da espermadesina ovina pelos servidores
NetOGlyc 4.0 (STEENTOFT et al., 2013) e GlycoEP (CHAUHAN et al., 2013)
indicaram que ndo ha sitios de glicosilacdo na proteina, portanto, muito
provavelmente trata-se de uma proteina nao glicosilada.

Existem apenas trés estruturas de espermadesinas depositadas no PDB,
sendo uma de touro (Bos taurus, pdbid: 1sfp) e duas de suino, chamadas de
PSP-I e PSP-II (Sus scrofa, pdbid: 1spp) (ROMERO et al., 1997) onde, a PSP-I
e PSP-ll sédo glicosiladas em sitios diferentes (residuo 71 na PSP-I e residuo
119 na PSP-II).

A espermadesina de carneiro da raca Texel possui uma estrutura
tridimensional semelhante as demais espermadesinas depositadas no PDB. Ao
compararmos a porcentagem de elementos de estrutura secundaria da
espermadesina obtida por modelagem com a porcentagem fornecida pela
espectroscopia de CD, observamos que a quantidade de alfa-helices e folhas-
beta sdo muito parecidas (Tabela 1). A maior diferenca esta na porcentagem
de elementos desordenados, sendo 34,9% na estrutura purificada (CD) e um
pouco menor 28,0% na estrutura modelada. Esta diferenca € justificada, pois,
na estrutura modelada estdo faltando os trés primeiros residuos de aminoéacido
gue, muito provavelmente assumem uma conformacdo desordenada. Se
acrescentdssemos estes residuos desordenados a estrutura modelada,
estimamos que a porcentagem deste elemento seria muito mais semelhante

aguela encontrada na proteina isolada.
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Tabela 2. Comparacdo dos elementos de estrutura secundaria das estruturas 3D das
espermadesinas, por meio do servidor VADAR.

Elemento de estrutura Ovis aries Bos taurus  Sus scrofa (PSP-I) Sus scrofa (PSP-I1)

Hélice-a 2,0 0,0 0,0 0,0

Folha-f3 68,0 68,0 69,0 66,0
Beta turn 14,0 14,0 14,0 14,0
Coall 28,0 31,0 30,0 33,0
Total 112,0 113,0 113,0 113,0

Apesar do enovelamento muito parecido destas quatro proteinas
(Figura22 A, B, C), a identidade entre elas é de apenas 22,2%.
Filogeneticamente, a espermadesina ovina € muito mais proxima da de touro
(Figura 21), por isso, sua maior identidade (78,3%). Além disso, a
espermadesina de touro ndo possui sitio de glicosilacdo, assim como a de
carneiro, ao passo gque as espermadesinas de suino, sdo ambas glicosiladas

em sitios diferentes.

PF35496  PSP2_PIG
P35495 PSPl PIG
I EZ203592  SPADI] BOVIN
1 WSFEEKE  WSPEEB SHEEP

Figura 21. Cladograma mostrando a relacao filogenética entre as estruturas de espermadesina
de suino, touro e de carneiro.

A Figura 22 mostra a sobreposi¢cdo das estruturas cristalograficas das
espermadesinas de touro, suino e carneiro (modelada). As espermadesinas de
suino (Figura 22D) apresentam maior variabilidade estrutural entre si,
compartilhando uma identidade de apenas 37,1%. Contudo, Romero et al.
(1997) descrevem que as espermadesinas PSP-I e PSP-II estariam associadas
formando um heterodimero em sua unidade funcional (unidade biolégica) no

plasma seminal.
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Figura 22. Sobreposi¢cdo das estruturas das espermadesinas de Carneiro (vermelho), Touro
(cinza), suino PSP-I (azul escuro) e suino PSP-II (azul claro).

Em relacédo as suas propriedades biofisicas, a espermadesina ovina se
desenovela com uma Tm de 338,2 K (65,2 °C). Isso significa que esta proteina
consegue suportar altas temperaturas sem se desenovelar, conservando suas
propriedades. Essas propriedades teriam um efeito importante na manutencgéo
integridade do esperma em condicBes adversas, como por exemplo, nas
temperaturas mais altas do trato genital feminino em relacdo ao epididimo,
onde os espermatozoides ficam armazenados. A alta Tm se deve a presenca de
duas pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina 7 com 28 e, 51 com 72, o
gue foi confirmado na estrutura modelada. Pontes dissulfeto séo ligacGes
covalentes entre residuos de aminoacidos cisteina, portanto, € necessaria uma
alta energia fornecida por altas temperaturas para rompé-las (LEHNINGER, et
al., 2000).

Devido ao baixo volume de ejaculado dos caprinos e consequentemente
baixa obtencdo de espermadesina, Nascimento et al., (2012) realizaram a
producdo de espermadesina recombinante de bode (rBdh-2His), e
posteriormente realizaram a purificacdo e analises de CD dessa proteina. No
seu experimento de CD, cada espectro foi coletado em uma temperatura
distinta entre 5°C até 55°C em intervalos de 5°C, onde os resultados mostraram
gue a espermadesina recombinante de bode se desnatura a uma temperatura

de 42°C. Estes autores reportam que, por se tratar de uma proteina
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recombinante, a rBdh-2His tem uma estabilidade térmica menor quando
comparada com outras espermadesinas nativas, tais como as de suino SFP,
PSP-I, e PSP-IL.

O fato ter-se obtido cristais da espermadesina ovina, mostra que
encontrou-se a condicdo em que eles crescem, sendo necesséarios agora,
pequenos ajustes para que se obtenha um mono cristal com tamanho e volume
suficientes para ser utilizado em experimentos de difracdo de raios-X. A
determinacao da estrutura cristalografica da espermadesina ovina ira contribuir
para o melhor entendimento da relacdo estrutura-funcdo desta familia de
proteinas, haja vista que s6 existem trés exemplares desta familia depositados
no PDB.

Apesar desses dados experimentais de CD corroborarem para o modelo
proposto para a estrutura da espermadesina, a base de dados PDB so6 permite
o deposito de estruturas obtidas por meio de técnicas experimentais, ndo
modelos tedricos. Contudo, as simulagdes de dinamica molecular indicaram
gue esse modelo proposto para a espermadesina ovina € bastante estavel, o

gue gera confiabilidade nas analises realizadas.
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6. CONCLUSAO

A espermadesina, o componente protéico mais abundante do plasma
seminal de ovinos da raca Texel foi isolado com sucesso pelo protocolo
estabelecido. A partir da proteina isolada, foi possivel estabelecer que a
espermadesina suporta temperaturas mais altas sem se desenovelar. E que o
estado nativo é favorecido em relacdo ao estado desenovelado, garantindo
estabilidade estrutural a proteina. Assim, a espermadesina pode ter um papel
importante na manutencdo da viabilidade dos espermatozéides em ambientes
com temperatura mais elevada em relacao ao epididimo, como por exemplo, no

interior do trato genital feminino.
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8. ANEXOS

8.1. Solucdes para purificagcdo da proteina no cromatografo.

8.1.1. Tampao “A”
Tris-HCI 20 mM pH 8,0

Tris 2,42 ¢
H20 800 mL
HCI 3M até pH 8,0
H20 g.s. p. 1000mL

8.1.2. Tampéao “B”
Tris HCI 20 mM + NaCl 1M pH 8,0

Tris 2,42 ¢
NaCl 58,44
H20 800 mL
HCI 3M até pH 8,0

H20 g.s. p. 1000mL
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8.2. Solucbes para a eletroforese SDS — PAGE

8.2.1. Solucao Gel de corrida
Para diferentes aplicacbes a porcentagem de acrilamida deve ser

ajustada. Para a proteina espermadesina de carneiro Texel (que apresenta
peso molecular de 12 KDa), utilizamos a concentracdo de 15% de acrilamida.
Misturando os ingredientes mostrados abaixo, para preparar 30 mL de gel de
corrida. Depois de adicionar o TEMED (um catalizador) e o persulfato de
Amonio (APS) o gel polimeriza rapidamente, entdo este deve ser adicionado no

momento em que o gel for derramado entre as placas.

Ingredientes 15%
H20 3,60 mL
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 3,75 mL
20% (w/v) SDS 75 L
Acrilamida/ Bis-acrilamida (30%/0,8% w/v) 7,5mL
10% (w/v) persulfato de aménio 75 uL
TEMED 10 pL
TOTAL 15 mL

8.2.2. Solucao do gel de empilhamento (4% Acrilamida).

Ingredientes

H20 3,075 mL
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 1,25 mL
20% (w/v) SDS 0,025 mL
Acrilamida/ bis-acrilamida (30%/0,8% wi/v) 0,67 mL
10% (w/v) persulfato de aménio (APS) 0,025 mL
TEMED 0,005 mL
TOTAL 5,00 mL

Para a corrida da amostra utilizou-se duas placas e uma cuba
Uniscience, correndo a 200 V com mA livre, totalizando o tempo de corrida de
uma hora (LAEMMLI, 1970).



8.2.3. Férmulas da soluc¢des utilizadas na eletroforese SDS- PAGE.
SDS 20%

SDS 59
H20 qg.s.p. 25 mL

ACRILAMIDA/BIS 30%

Acrilamida 30,09
Bis-Acrilamida 0,89
H20 qg.s.p. 100 mL

PERSULFATO DE AMONIO 10 % (preparar no dia do uso)

Persulfato de aménio 0,19
H20 qg.s.p. 1,0 mL

1,5 M Tris-HCI pH 8,8

Tris 18,17 g
H20 70 mL
HCI 0,3M até pH 8.8
H20 qg.s. p. 100,00 mL

0,5 M Tris-HCI pH 6,8

Tris 3,03 ¢g
H20 40 mL
HCI 0,3M até pH 6.8
H20 qg.s. p. 50,00 mL

TAMPAO DE CORRIDA (1L, 1x concentrado)

Tris 159
Glicina 7,509
SDS 0,509

H20 qg.s.p. 500,00 mL

62



TAMPAO DE AMOSTRA (5x concentrado)

B-mercapto-etanol 1,00 mL
SDS 0,509
Glicerol 1mL
0,5M Tris-HCIl pH 6,8 2 mL
Azul Bromofenol 0,0025 g
H20 qg.s. p. 0,50 mL
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8.3. Férmula para a coloracao do gel, utilizando Nitrato
de Prata.

Passo Reagente Volume Tempo
40 mL Etanol
1) Fixador 10 mL Acido acético 100 mL 30 min

H20 qg.s.p. 100 mL

0,1 g de Tiossulfato de Sodio
2) Redutor 250 pL de Acetato de Sodio 4M 100 mL 30 min
35 mL Etanol
H20 qg.s.p. 100 mL

3) Lavagem H20 destilada (100 mL) 100 mL 3 x 10 min

0,1 g Nitrato de Prata (AgNO3)
4) Prata 25 pL Formaldeido 100 mL 30 min
H20 qg.s.p. 100 mL

5) Lavagem H20 destilada (200 mL) 2x200mL | 2x1min

2,5 g Carbonato de Sodio
(Na2COs)

50 pL Formaldeido

6) Revelador 100 mL Observar

H20 qg.s.p. 100 mL

7)Bloqueador 2 mL Acido acético glacial 2mL 5 min

Agitar por 5 minutos
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8.4. Protocolo utilizado para a cristalizacdo da

espermadesina de carneiro Texel.
Foi realizado uma varredura (screening) de substancias precipitantes e

diferentes tampdes para escolher a condi¢éo ideal de cristalizacdo. A condicéo
ideal de cristalizagdo foi a que utilizou como precipitante 33% de polietileno
glicol 3.350, dissolvido em tampé&o acetato de amoénio, 50 mM, pH 6,5. Sendo

as formulas mostradas a baixo.

8.4.1. Tampéao Acetato de Aménio 100 mM (solucéo estoque
Tampao Acetato).

Acetato de Amonio 0,779

H2.0 Milli-Q 50 mL

HCl para ajustar at¢é  pH 6,5

H-0 Milli-Q g.s. p. 100 mL

8.4.2.Tampé&o Acetato de Aménio 50 mM (solugcédo Tampéo)

Tampéao Acetato 100mM 25 mL
H20 Milli-Q g.s.p. 50 mL
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8.4.3 PEG 3.350 33% pH 6,5 em tampéo acetato de Aménio 50 mM

PEG 3.350 17,59
Tampé&o Acetato 100 mM pH6,5 25 mL
H-O Milli-Q g.s. p. 100 mL

Para formar a gota sob a laminula, misturar 2uL da solucdo do poco
com 3uL da proteina purificada. Segue a baixo a concentragdo de cada pogo

da placa de cultura.

Condicéao PEG 3.350 Tampdao Acetato de Total
(% PEG) Tamponado Amonio 50 mM
32,5 928,6 71.4 1000
32,5 928,6 71.4 1000
32,5 928,6 71.4 1000
32,5 928,6 71.4 1000
32,5 928,6 71.4 1000
32,5 928,6 71.4 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33 942, 9 57.1 1000
33,5 957, 1 42.9 1000
33,5 957, 1 42.9 1000
33,5 957, 1 42.9 1000
33,5 957, 1 42.9 1000
33,5 957, 1 42.9 1000

33,5 957, 1 42.9 1000
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8.5. Normas de publicacdo da revista ABMVZ

PASSO A PASSO - SISTEMA DE SUBMISSAO DE ARTIGOS POR

INTERMEDIO DO SCHOLARONE

INSTRUCOES PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences)
Politica Editorial

O periddico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia (Brazilian
Journal of Veterinary and Animal Science), ISSN 1678-4162 (on-line), é editado
pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se a publicacéo
de artigos cientificos sobre temas de medicina veterinaria, zootecnia,

tecnologia e inspecéo de produtos de origem animal, aquacultura e areas afins.

Os artigos encaminhados para publicacdo sdo submetidos a aprovacdo do
Corpo Editorial, com assessoria de especialistas da area (relatores). Os artigos
cujos textos necessitarem de revisbes ou correcdes serdo devolvidos aos
autores. Os aceitos para publicacdo tornam-se propriedade do Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (ABMVZ) citado como Arg. Bras.
Med. Vet. Zootec.. Os autores sdo responsaveis pelos conceitos e informacdes
neles contidos. Sao imprescindiveis originalidade, ineditismo e destinacao

exclusiva ao ABMVZ.
Reproducéo de artigos publicados

A reproducdo de qualquer artigo publicado é permitida desde que seja

corretamente referenciado. Nao é consentido o uso comercial dos resultados.

A submissdo e tramitacdo dos artigos é feita exclusivamente on-line, no

endereco eletronico <http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo>.

Nado serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no

endereco www.scielo.br/abmvz



http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo
http://www.scielo.br/abmvz
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Orientac¢des Gerais

0

Toda a tramitacao dos artigos é feita exclusivamente pelo Sistema de

Publicacao

on-line do Scielo — ScholarOne, no endereco

http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo sendo necessario o0

cadastramento no mesmo.

Y Toda a comunicagdo entre os diversos autores do processo de
avaliacdo e de publicacao (autores, revisores e editores) sera feita apenas
de forma eletrénica pelo Sistema, sendo que o autor responsavel pelo
artigo seré informado automaticamente por e-mail sobre qualquer mudanca
de status do mesmo.

Y Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridos no texto e quando
solicitados pela equipe de editoracdo também devem ser enviados, em
separado, em arquivo com extensdo JPG, em alta qualidade (minimo

300dpi), zipado, inserido em “Figure or Image” (Step 6).

U E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se
de que cada um dos autores tenha conhecimento e concorde com a

inclusdo de seu nome no texto submetido.

Y O ABMVZ comunicard a cada um dos inscritos, por meio de
correspondéncia eletrbnica, a participacdo no artigo. Caso um dos
produtores do texto ndo concorde em participar como autor, o artigo sera
considerado como desisténcia de um dos autores e sua tramitacdo

encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar copia, em arquivo PDF, do Certificado de Aprovacio

do Projeto da pesquisa que originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de

Etica no Uso de Animais) de sua Instituicdo, em atendimento & Lei 11794/2008.

O documento deve ser anexado em “Ethics Conmitee” (Step 6). Esclarecemos


http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo
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gue o numero do Certificado de Aprovacédo do Projeto deve ser mencionado no

campo Material e Métodos.
Tipos de artigos aceitos para publicacéo:

Y Artigo cientifico
E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa

de que os resultados sé&o posteriores ao planejamento da pesquisa.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacdo (somente
na “Title Page” — Step 6), Resumo, Abstract, Introducdo, Material e
Métodos, Resultados, Discussdo (ou Resultados e Discussdo),

Conclusbes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de péaginas nao deve exceder a 15, incluindo tabelas, figuras e

Referéncias. O nimero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

Preparacéo dos textos para publicacao
Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés na forma impessoal.

Formatacao do texto

U0 texto NAO deve conter subitens em nenhuma das sec¢des do artigo,
deve ser apresentado em arquivo Microsoft Word e anexado como “Main
Document” (Step 6), no formato A4, com margem de 3cm (superior, inferior,

direita e esquerda), na

fonte Times New Roman, no tamanho 12 e no espagamento de entrelinhas
1,5, em todas as paginas e sec¢des do artigo (do titulo as referéncias), com

linhas numeradas.

Y Nao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo,
devem vir, obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte
ordem: nome do produto, substancia, empresa e pais.

Secdes de um artigo
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Y Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo
e nédo ultrapassar 50 palavras.
Y Autores e Afiliacdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do
titulo, com identificacdo da instituicdo a qual pertencem. O autor e 0 seu e-
mail para correspondéncia devem ser indicados com asterisco somente no
“Title Page” (Step 6), em arquivo Word.
" Resumo e Abstract. Deve ser o mesmo apresentado no cadastro
contendo até 200 palavras em um soO paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo
acrescentar revisao de literatura. Incluir os principais resultados numéricos,
citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma
informacéo completa.
Y Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco e no minimo duas*.
* na submissdo usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo
constar tanto keyword (inglés) quanto palavra-chave (portugués),
independentemente do idioma em que o artigo for submetido.
Y Introducdo. Explanacdo concisa na qual os problemas serdo
estabelecidos, bem como a pertinéncia, a relevancia e 0s objetivos do
trabalho. Deve conter poucas referéncias, o suficiente para baliza-la.
Y Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido,
a descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos
geneticamente modificados deverdo constar obrigatoriamente o nimero
do Certificado de Aprovacdo do CEUA. (verificar o ltem Comité de Etica).
Y Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados
encontrados.
o Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e
colunas. Usar linhas horizontais na separagcédo dos cabecalhos e no final
da tabela. O titulo da tabela recebe inicialmente a palavra Tabela,
seguida pelo numero de ordem em algarismo ardbico e ponto (ex.:
Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de
ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a
varias tabelas (ex.. Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (0o menor

tamanho aceito € oito). A legenda da Tabela deve conter apenas o
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indispensavel para o seu entendimento. As tabelas devem ser
obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia ap0s a sua
primeira citacao.

- Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e
pontos: desenho, fotografia, gréafico, fluxograma, esquema etc. A legenda
recebe inicialmente a palavra Figura, seguida do nimero de ordem em
algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como Fig
seguida de ponto e do numero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar
mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do
texto, fotografias e desenhos devem também ser enviados no formato
JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
préprio de submisséo, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser
obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia apds a sua
primeira citagao.

Nota:

- Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter,
abaixo da legenda, informacao sobre a fonte (autor, autorizagcédo de uso,
data) e a correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.
Y Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.:
As secdes Resultados e Discusséo poderdo ser apresentadas em conjunto
a juizo do autor, sem prejudicar qualquer uma das partes).
Y Conclusdes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da
pesquisa executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM reviséo
de literatura, discussao, repeticao de resultados e especulagdes.
Y Agradecimentos. N&ao obrigatério. Devem ser concisamente
expressados.
Y Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem
alfabética, dando-se preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais
e internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o
minimo possivel, portanto, somente quando indispensaveis. S&o adotadas
as normas gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme
exemplos:

Como referenciar:
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Citacdes no texto

Y A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para

evitar interrupcdo na sequéncia do texto, conforme exemplos:

- autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario...,
1987/88) ou Anuario... (1987/88);

- dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno
(1974);

- mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson
et al. (1979);

- mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971);
Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967, Silva, 1971; Ferguson
et al.,, 1979), sempre em ordem cronolégica ascendente e

alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

Y Citacdo de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido para se
consultar o documento original. Em situacdes excepcionais pode-se
reproduzir a informacao ja citada por outros autores. No texto, citar o
sobrenome do autor do documento ndo consultado com o ano de
publicacdo, seguido da expressao citado por e o sobrenome do
autor e ano do documento consultado. Nas Referéncias deve-se

incluir apenas a fonte consultada.

Y Comunicacdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na citacdo
coloca-se o sobrenome do autor, a data da comunica¢do, nome da

Instituicdo a qual o autor é vinculado.

Periddicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro

autores citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity
to alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.
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guatro autores citar trés autores et al.):
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MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed).
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NUTRIENT requirements of swine. 62 ed. Washington: National

Academy of Sciences, 1968. 69p.
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Documentos eletrénicos (até quatro autores citar todos. Acima

de quatro autores citar trés autores et al.):
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8.6. Artigo submetido

Purificacdo e caracterizacgao estrutural e biofisica da proteina espermadesina do plasma
seminal de ovinos da raga Texel

[Purification and structural and biophysical characterization of spermadhesin protein of
seminal plasma Texel sheep]

Condessa, M. A. K. V1.: Martinez, A. C?.; Seixas, F. A. \/°

*Aluno do programa de p6s-graduacéo do Programa de Mestrado em Produgéo Sustentavel e
Saude Animal.
2Docente do departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual de Maringa.
3Docente do departamento de Bioquimica da Universidade Estadual de Maringa.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi descrever as caracteristicas estruturais e biofisicas desta proteina
de ovinos da raca Texel. Para isto amostras de sémen de dois carneiros foram coletadas, o
plasma separado, e a espermadesina isolada por técnicas de cromatografia de troca i6nica. A
pureza da amostra foi checada por SDS-PAGE e depois utilizada em estudos de desnaturacdo
térmica por dicroismo circular (CD). Sua sequéncia de aminoacidos foi utilizada para modelar
sua estrutura tridimensional, a qual foi comparada com os dados experimentais de CD e teve
sua estabilidade estrutural avaliada por simulagdes de dindmica molecular. Os resultados
mostraram que a proteina possui temperatura de desenovelamento de 65,2 °C e AHm de 344,9
kJ/mol, superior ao descrito na literatura, que atribuimos a presenca de duas pontes de
dissulfeto em sua estrutura, a qual é composta essencialmente por elementos estruturais de
folha-beta, assim como nas demais estruturas de espermadesinas conhecidas. Estas
informacBes permitem concluir que a espermadesina pode ter um papel importante na
manutencdo da viabilidade dos espermatozoides em ambientes com temperatura mais elevada

em relacdo ao epididimo, como por exemplo, no interior do trato genital feminino.

Palavras-chave: espermatozoides, inseminacao artificial, proteinas, reprodutores.
ABSTRACT

The objective of this work was to describe for the first time, the structural and biophysical
characteristics of this protein in rams of Texel breed. To achieve this, semen samples from
two rams were collected, the plasma separated and the spermadhesin isolated by ion exchange
chromatography techniques. The purity of the sample was checked by SDS-PAGE and the

protein then used for thermal denaturation studies by circular dichroism (CD). The amino acid



75

sequence of ram spermadhesin was used to model its three-dimensional structure, which was
compared to the experimental data from CD. The structural stability of this protein model was
also evaluated by molecular dynamics simulations. The results indicate that the protein had a
melting temperature of 65.2 °C and a AHm of 344.9 kl.mol?, higher than the temperature
described in the literature. We attribute it to the presence of two disulfide bonds in protein
structure, which consists essentially of beta-sheet secondary elements, the same pattern
observed in other known structures of espermadhesins. Those informations allows us to
conclude that ram spermadhesin may play an important role in maintaining the viability of
spermatozoa in environments with a higher temperature regarding to the epididymis, such as
inside the female genital tract.

Key words: artificial insemination, breeder, proteins, spermatozoa.

INTRODUCAO

O ejaculado é composto por espermatozoides e o plasma seminal, uma mistura complexa rica
em elementos organicos e inorganicos, produzida pelos testiculos, epididimos e glandulas
anexas, a sua composicdo em relacdo as proteinas varia entre as espécies e também entre 0s
individuos, sendo esses componentes importantes na manutencdo e viabilidade espermatica
(HAASE et al., 2005; CARDOZO et al., 2006; CABALLERO et al., 2008). O plasma seminal
possui fatores que influenciam tanto o espermatozoide quanto o trato genital feminino durante
0 transporte espermatico, sendo muitos desses fatores as proteinas (CABALLERO et al.,
2008).

Proteinas sdo componentes do plasma seminal que influenciam na fertilidade e funcgdes
espermaticas, sendo estas divididas em trés principais familias nos animais ungulados:
proteinas secretadas ricas em cisteinas (CRISPs), proteinas que contém o dominio
fibronectina tipo Il (fn Il) e proteinas da familia das espermadesinas (BERGERON et al.,
2005).

Espermadesinas sdo proteinas de baixo peso molecular (12 a 16 KDa) secretadas pelo trato
genital masculino e glandulas anexas, ligadas a superficie dos espermatozoides e representam
as principais proteinas encontradas no plasma seminal de algumas espécies, possuindo um
dominio CUB em sua estrutura (ROMERO et al.,, 1997), sigla originaria das primeiras
proteinas identificadas com este dominio (BORK & BECKMAN, 1993): C de

subcomponentes do complemento (Clr, Cls) U da proteina do embrido do ourigo-do-mar
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(Uegf) e B da proteina 1 morfogenética do osso (Bmpl), o que pode ser atribuido as suas
funces (CALVETE et al., 1995; VARELA et al., 1997; ROMAO et al., 1997; HAASE et al.,
2005; CABALLERO et al., 2008), sendo este estabilizado por meio de duas pontes dissulfeto
entre os residuos de cisteinas vizinhas, onde os conhecimentos sobre o dominio CUB de dois
membros da familia espermadesina inicialmente foram revelados atraveés da estrutura
cristalina (CALVETE, et al., 1995).

As espermadesinas sdo consideradas pertencentes a uma classe de lectinas animais, sendo
assim proteinas multifuncionais com capacidade de se ligar a carboidratos, inibidores de
proteases e fosfolipidios, sugerindo funcGes em vérias etapas da fertilizacdo, entre elas a
capacitacdo espermatica (DOSTALOVA, et al., 1994; VARELA, et al., 1997; TOPFER-
PETERSEN, et al., 1998; HAASE, et al., 2005; CABALLERO, et al., 2008). Sendo estas ja
identificadas em suinos, bovinos, equinos, caprinos e ovinos.

Dessa modo, objetivou-se com esse trabalho o conhecimento das caracteristicas estruturais e
biofisicas da espermadesina de Texel, para melhor compreender a funcdo dessa proteina

nesses animais.
MATERIAL E METODOS
Coleta do sémen

O sémen utilizado foi coletado de dois carneiros adultos da raca Texel, para a coleta de sémen
foi realizada a técnica de eletroejaculacdo. Imediatamente ap6s a coleta, o sémen foi
centrifugado a 4500 RMP durante 15 minutos, para promover a separagao do plasma seminal.
Depois de separado o plasma foi armazenado em tubos criogénicos a —20° C, para que nao
ocorra perda das propriedades de interesse.

Purificacdo da proteina

A purificacdo da proteina foi obtida por meio da técnica cromatografia de troca-i6nica,
utilizando um cromatégrafo AKTA Pure M20 (GE Lifesciences), acoplado a uma coluna
HiTrap Q HP (GE Lifesciences) com volume de 1 mL.

Foram aplicadas no cromatografo 1,5 mL de uma solucdo de plasma seminal a 7% dissolvida
em tampdo A (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0) e eluida com tampéo B (Tris-HCI 20 mM + NaCl
1,0M, pH 8,0). Aliquotas de 2 mL foram coletadas com um coletor automatico de fragdes e, a
amostra foi identificada por meio de eletroforese SDS-PAGE a 15% corada com Nitrato de
Prata (LAEMMLI, 1970).
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Avaliacao dos parametros biofisicos da espermadesina

O estudo estrutural foi efetuado com o uso de um equipamento de dicroismo circular. A
proteina previamente isolada, foi submetida a aquecimento continuo como forma de provocar
sua desnaturacao gradual.

Para isso, uma solugio de 400 puL de espermadesina purificada (1mg.mL™) foi adicionada em
uma cubeta de quartzo com caminho Optico de 0,5 mm e acoplada em um espectropolarimetro
de dicroismo circular (CD) modelo Jasco J815. Foram coletados espetros de CD e de
Absorbancia entre os comprimentos de onda 190 a 300 nm. Cada espectro foi coletado em
uma temperatura distinta entre 20 °C e 90 °C em intervalos de 5 °C. A variagdo espectral
média em 210 e 210,5 nm foi utilizada para acompanhar a variacdo do espectro de absor¢do
em funcdo do aquecimento, de modo a determinar a temperatura de melting (Tm). A transicédo
entre os estados Nativo e Desnaturado foi utilizada para se determinar a constante de

desnaturacéo (K).

AG — —RT In K (1)

T T
AG(T)=AH_ 1-——|-4C, (T.-T)+Th - @)

Estimativa da composicéo de elementos de estrutura secundaria.

A determinacdo da composicao dos elementos de estrutura secundaria da amostra purificada
foi realizada por meio da deconvolucdo do espectro de CD a 20 °C, uma vez que nesta
condicdo, a proteina esta totalmente enovelada (100% no estado nativo) por meio do
programa CDNN. O resultado desta analise foi comparado com a estrutura 3D modelada de
modo a corroborar os dados tedricos (modelagem) com os experimentais (dados de CD) e,

garantir que a proteina de interesse foi utilizada nos ensaios.

Modelagem da espermadesina ovina.

A estrutura da espermadesina de touro (Bos taurus) depositada no PDB (ROMERO et al.,
1997) (pdbid: 1sfp) foi utilizada como molde para modelagem da ovina, por ter maior
identidade entre as sequéncias de aminoacidos. O processo de modelagem foi realizado
utilizando o pacote de programas Modeller v9.14 (ESWAR et al., 2006). Foram gerados mil
modelos da proteina na forma apo (livre) onde, os cinco melhores modelos foram escolhidos

com base nos parametros internos de qualidade do programa Modeller (score do programa).
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Destes cinco, o melhor foi escolhido com base na qualidade estereoquimica avaliada pelo
programa Procheck (CCP4, 1994).

RESULTADOS
Purificacdo da proteina.
O método de purificagdo por cromatografia € uma ferramenta tradicional e bastante confiavel
para se obter proteinas isoladas. Devido a espermadesina ser a proteina mais abundante do
plasma seminal, € possivel obté-la por este método com rendimento consideravel. A fig. 1

mostra o padréo de eluicdo cromatografica do plasma seminal de ovinos da raca Texel.
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Figura 1. Perfil de eluicdo cromatografica do plasma seminal de ovinos da raca Texel,
destacando o pico contendo a fracdo com a espermadesina.

Apos a coleta das fragOes a cada dois mLs, procedeu-se a identificacdo da espermadesina por
meio de uma eletroforese SDS-PAGE corada com nitrato de prata (fig. 2). A espermadesina
estava presente do quinto ao décimo poc¢o, porém, bem concentrada nos pogos seis e sete, 0s

quais correspondem ao pico de eluigdo mostrado na fig. 1, sendo coletada nos tubos 11 e 12.
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Figura 2. Gel de SDS-PAGE mostrando as fracbes com a espermadesina isolada, a qual
apresenta peso molecular de 14 KDa.

A fig.3 apresenta os espectros de CD obtidos com a desnaturacdo térmica gradual da

espermadesina nas condic¢des citadas na metodologia.

-35

200 210 220 230 240 250 260
wavelength (nm)
Figura 3. Variacdo do espectro de dicroismo no UV em funcéo do aquecimento.
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A variacgdo da elipcidiade (CD) nos comprimentos de onda 210 e 210,5 nm foi graficada em

funcdo do aumento da temperatura (fig.4).

200 300 310 320 330 340 350 360 370

T (K)
Figura 4. Variacdo da elipcidade média em 210 e 210,5 nm em funcéo da temperatura.
Para cada ponto experimental da fig. 3, foi calculado o AG em fungéo da temperatura

(fig. 5) de acordo com a equacédo 1, que correlaciona a fp/ fn.

40000 |
30000 +
20000
—~~
g 10000 -
=
~— 04
(D Data: SigmoidPoints DG
< Model: DenaTerm
-10000 A
Chi~2 = 266379.15801
R*2 = 0.9993
-20000 A
DHm 344890.35801 +1854.36766
DCp 2149.97325 + 125.83426 O
-300004 Tm 338.16513 + 0.09288

250 I 360 I 3%0 l 350 | 350 | 3AO ' 3éO I 3é0 l 370
Temperature (K)

Figura 5. Variagao do AG em funcdo da temperatura (equacdo 1). A linha vermelha
corresponde ao melhor ajuste da equacédo 2 aos pontos experimentais.
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A equacéo 2 foi ajustada aos pontos experimentais da fig. 5. Assim, para que a equagéo se
ajustasse bem aos pontos, os parametros Tm, AHm e ACp, teriam que assumir um dado valor,

valores estes que s@o apresentados abaixo:

AHm = 344,9 kJ/mol (1,85
ACp= 2,2kJ/mol.K (x0,13)
Tm= 338,2Kou 65,2°C (+0,09)

Outra informac&o importante que é possivel extrair a partir do espectro de CD em condi¢des
ndo desnaturantes (20 °C) é a composi¢do da proteina em termos de elementos de estrutura
secundaria. Para isso, 0 espectro coletado a 20 °C foi analisado pelo programa CDNN, o qual

confirmou que a folha beta € o componente majoritario do espectro.

Detalhes da deconvolugdo do espectro de CD e a comparacdo de seus resultados com o
modelo tedrico e com dados semelhantes de espermadesina de bode sdos apresentados na
tabela 1.

Tabela 1. Comparacdo da porcentagem de elementos de estrutura secundaria observados na
proteina purificada a partir da espectroscopia de CD, com a porcentagem encontrada na
estrutura modelada e a porcentagem observada na espermadesina recombinante de bode.

Elemento de CDNN % Estrutura Espermadesina
estrutura (média 3 dltimas modelada recombinante de
colunas) VADAR Bode (Capra
Server % hircus)*
Hélice 3,4 2,0 3,0
Folha-p 50,6 68,0 46,0
Beta turn 19,0 14,0 31,0
Coil 34,9 28,0 20,0
Total 107,9 112,0 100,0

* (Nascimento et al., 2012)

Os resultados mostrados na tabela 1, indicam que a composi¢do secundéria da espermadesina
ovina estimada a partir de dados experimentais (espectro de CD) coincide com o0 que €
observado na estrutura modelada 3D (dados adiante). Além disso, a composicdo secundaria da
espermadesina ovina esta de acordo com o observado na literatura (Nascimento et al., 2012)

gue mostra que na espermadesina recombinante de bode (Capra hircus) apresenta folha-f3
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(46%) como sendo o componente predominante sobre os outros elementos que incluem a-

hélices (3%), voltas (31%) e elementos desordenados (20%).

Modelagem por homologia da estrutura 3D da espermadesina.

A sequéncia de aminoacidos da espermadesina de Ovis aries foi obtida na base de dados
Uniprot (uniprot id: wbpek8). A partir dela, foi realizado um BlastP contra a base de dados
PDB para a busca de moldes estruturais. Os resultados mostraram que a espermadesina de

touro (Bos taurus) possui 79% de identidade com a espermadesina ovina.

O melhor modelo da espermadesina ovina selecionado dentre os 1000 modelos gerados pelo
programa Modeller esté representado na fig. 6.

Figura 6. Estrutura em fita representando o modelo gerado da espermadesina ovina.
Destacam-se 0s elementos de estrutura secundaria como folhas- e as alcas e voltas
(elementos desordenados).

O modelo 3D da espermadesina ovina, péde entdo ser utilizado para comparacdo de seus
elementos de estrutura secundaria com o que foi observado a partir de dados experimentais de
espectroscopia de dicroismo circular. O fato de o modelo tedrico estar em concordancia com
os dados experimentais de espectroscopia confirma que a proteina isolada por cromatografia é

de fato a proteina de interesse neste estudo.

DISCUSSAO
A sequéncia de aminoacidos da espermadesina ovina possui 135 residuos de aminoacidos,

sendo que os residuos de 1 a 20 remetem a um peptideo de sinalizacdo para a via secretora
(meio extracelular). Ja os residuos de 21 a 135 correspondem a espermadesina propriamente
dita. A andlise dos residuos que compde a estrutura da espermadesina ovina pelos servidores
NetOGlyc 4.0 (STEENTOFT et al, 2013) e GlycoEP (CHAUHAN et al, 2013) indicaram que
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ndo ha sitios de glicosilagdo na proteina, portanto, muito provavelmente trata-se de uma
proteina ndo glicosilada.

Existem apenas trés estruturas de espermadesinas depositadas no PDB, sendo uma de touro
(Bos taurus, pdbid: 1sfp) e duas de suino, chamadas de PSP-1 e PSP-II (Sus scrofa, pdbid:
1spp) (ROMERO et al, 1997) onde, a PSP-1 e PSP-1I sdo glicosiladas em sitios diferentes
(residuo 71 na PSP-I e residuo 119 na PSP-II).

A espermadesina de carneiro da raca Texel possui uma estrutura tridimensional semelhante
as demais espermadesinas depositadas no PDB. Ao compararmos a porcentagem de
elementos de estrutura secundéria da espermadesina obtida por modelagem com a
porcentagem fornecida pela espectroscopia de CD, observamos que a quantidade de alfa-
helices e folhas-beta sdo muito parecidas (tabela 1). A maior diferenca esta na porcentagem de
elementos desordenados, sendo 34,9% na estrutura purificada (CD) e um pouco menor 28,0%
na estrutura modelada. Esta diferenca € justificada, pois, na estrutura modelada estdo faltando
0s trés primeiros residuos de aminoacido que, muito provavelmente assumem uma
conformacdo desordenada. Se acrescentassemos estes residuos desordenados a estrutura
modelada, estimamos que a porcentagem deste elemento seria muito mais semelhante aquela

encontrada na proteina isolada.

Tabela 2. Comparacdo dos elementos de estrutura secundaria das estruturas 3D das
espermadesinas, por meio do servidor VADAR.

Elemento de Ovis Bos Sus scrofa (PSP-  Sus scrofa (PSP-
estrutura aries taurus )] )
Hélice-a 2,0 0,0 0,0 0,0
Folha-f3 68,0 68,0 69,0 66,0
Beta turn 14,0 14,0 14,0 14,0
Coil 28,0 31,0 30,0 33,0
Total 112,0 113,0 113,0 113,0

Apesar do enovelamento muito parecido destas quatro proteinas (fig.8 A, B, C), a identidade
entre elas é de apenas 22,2%. Filogeneticamente, a espermadesina ovina € muito mais
proxima da de touro (fig. 7), por isso, sua maior identidade (78,3%). Além disso, a
espermadesina de touro ndo possui sitio de glicosilacdo, assim como a de carneiro, ao passo

que as espermadesinas de suino, sdo ambas glicosiladas em sitios diferentes.
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Figura 7. Cladograma mostrando a relacdo filogenética entre as estruturas de espermadesina
de suino, touro e de carneiro.

A fig. 8 mostra a sobreposi¢do das estruturas cristalograficas das espermadesinas de touro,
suino e carneiro (modelada). As espermadesinas de suino (fig. 8 D) apresentam maior
variabilidade estrutural entre si, compartilhando uma identidade de apenas 37,1%. Contudo,
Romero et al. (1997) descrevem que as espermadesinas PSP-1 e PSP-II estariam associadas

formando um heterodimero em sua unidade funcional (unidade biolégica) no plasma seminal.

Figura 8. Sobreposicdo das estruturas das espermadesinas de Carneiro (vermelho), Touro
(cinza), Suino PSP-1 (azul escuro) e Suino PSP-I1 (azul claro).
Em relagdo as suas propriedades biofisicas, a espermadesina ovina se desenovela com uma T
de 338,2 K (65,2 °C). Isso significa que esta proteina consegue suportar altas temperaturas
sem se desenovelar, conservando suas propriedades. Essas propriedades teriam um efeito
importante na manutencdo integridade do esperma em condi¢des adversas, como por
exemplo, nas temperaturas mais altas do trato genital feminino em relagdo ao epididimo, onde

0s espermatozoides ficam armazenados. A alta Tm se deve a presenca de duas pontes
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dissulfeto entre os residuos de cisteina 7 com 28 e, 51 com 72, o que foi confirmado na
estrutura modelada. Pontes dissulfeto sdo ligaces covalentes entre residuos de aminoacidos
cisteina, portanto, € necessaria uma alta energia fornecida por altas temperaturas para rompé-
las (LEHNINGER, et al., 2000).

Devido ao baixo volume de ejaculado dos caprinos e consequentemente baixa obtencdo de
espermadesina, Nascimento et al., (2012) realizaram a produgdo de espermadesina
recombinante de bode (rBdh-2His), e posteriormente realizaram a purificacdo e analises de
CD dessa proteina. No seu experimento de CD, cada espectro foi coletado em uma
temperatura distinta entre 5°C até 55°C em intervalos de 5°C, onde os resultados mostraram
que a espermadesina recombinante de bode se desnatura a uma temperatura de 42°C. Estes
autores reportam que, por se tratar de uma proteina recombinante, a rBdh-2His tem uma
estabilidade térmica menor quando comparada com outras espermadesinas nativas, tais como
as de suino SFP, PSP-1, e PSP-II.

CONCLUSAO

A espermadesina, 0 componente protéico mais abundante do plasma seminal de ovinos da
raca Texel foi isolada com sucesso pelo protocolo estabelecido. O alto valor de T em relacéo
a média de outras proteinas, indica que a espermadesina suporta temperaturas mais altas sem
se desenovelar. Valores positivos de AHm indicam que nas condi¢des analisadas (até 65,2 °C)
o estado nativo € favorecido em relagdo ao estado desenovelado, garantindo estabilidade
estrutural a proteina. Junta estas informac6es permitem concluir que a espermadesina pode ter
um papel importante na manutencdo da viabilidade dos espermatozoides em ambientes com
temperatura mais elevada em relacdo ao epididimo, como por exemplo, no interior do trato

genital feminino.
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polizcrilamidy (S05-PAGEL Em sequéncia realizar estudes de desnaboracko da esperradesing em um especkropolarimetro de
dicroismio cirtular @ cornelacionar os dados obbidos oom 2 estrutura tridimensional obtida stravés de modelagem por homoingia

Local do mperients: Campus Regional de Umuarama: Laboratoric de Criacac e Reproducae Animal e Leboratoric de Bioquimica
Estrutural. Campus Sedes Comcap, Central de Produins Maturais

Marirgd, 02 de dezemirn de JU1E
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