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Resumo

O chromatoid body (CB) é uma organela citoplasméatica que tem sido
indicada como possuindo um papel no estoque de RNA e proteinas para a
diferenciacéo final dos espermatozoides. O CB € considerado um complexo
macromolecular que parece ter um papel como coordenador do controle pos-
transcricional de produtos génicos em células germinativas masculinas
hapldides e também como centro de determinacdo dos destinos de RNAm,
estando profundamente relacionado com a fertilidade dos organismos. Alguns
estudos indicam que alguns componentes que constituem esse complexo
macromolecular citoplasmatico possuem origem nucleolar, como por exemplo a
proteina fibrilarina (B36), que possui a funcdo no metabolismo de RNAr que
ocorre no CFD (componente fibrilar denso) do nucléolo. O presente trabalho
acompanhou a expressédo da proteina nucleolar fibrilarina em cada estagio do
ciclo espermatogénico (I-1ll; IV-VI; VII-IX; X-XII) dos tdbulos seminiferos, e
também a distribuicdo da proteina nucleolar fibrilarina durante a formacéo de
CBs em células germinativas nos tubulos seminiferos nos estagios IV-VI do
ciclo espermatogénico, para o teste de duas hipéteses que pretendem
esclarecer a real participagdo da proteina nucleolar fibrilarina no metabolismo
de CB. Para isso foram utilizadas técnicas de Western blot e imunofluoréscia.
Os resultados demonstraram uma maior expressao de fibrilarina no estagio 1V-
VI do ciclo espermatogénico, e a interacdo da proteina nucleolar fibrilarina com
MIWI (proteina que possui um papel no metabolismo de RNAs no CB) e,
também, a interacdo da proteina nucleolar fibrilarina com HSP70 (proteina que
possui papel proteossémico no CB). Desta maneira, nenhuma das duas
hipéteses testadas no presente trabalho foi excluida. Para a possibilidade de
confirmacdo de uma das duas hipéteses seréa realizada co-imunoprecipitacao

proteica entre fibrilarina e MIWI e entre fibrilarina e HSP70.

Palavras-chaves: Chromatoid body, nucléolo, fibrilarina, espermatogénese,

fertilidade.



ABSTRACT

Chromatoid body (CB) is a typical cytoplasmic organelle of male germ cells, and
it seems to be involved in RNA/protein accumulation for later germ-cell
differentiation. Most recent studies focused on the molecular composition and
functions of the CB suggest that this structure acts as a subcellular coordinator
of different RNA-processing pathways and centralizes posttranscriptional mRNA
control in the cytoplasm of haploid germ cells. It has been hypothesized that
nucleolar proteins, such as fibrillarin (B36), which is found in the nucleolar CFD
playing a role in the rRNA metabolism, may be found in the CBs molecular
composition. The aim of the present study was to follow the expression of the
nucleolar protein fibrillarin in the seminiferous tubules at different stages of the
spermatogenic cycle (I-1ll; IV-VI; VII-IX; X-XII); and also to follow the distribution
of the nucleolar protein fibrillarin during the CB assembly in seminiferous
tubules at stages IV-VI testing two hypothesis aiming to elucidate the role that
fibrillarin might play for the maintenance of CB physiology. The analyses were
performed by Western blot and by immunofluorescence. Results showed a
higher expression of fibrillarin at stage IV-VI and co-localization between
fibrillarin and MIWI, a typical CB component which plays a role in the mRNA
regulation and small-RNA mediated gene control; it was also shown the co-
localization between fibrillarin and HSP70, a chaperone playing a role in the
proteasome degradation in the CB. None of our original hypothesis was

rejected and new experiments will be performed to achieve this goal.

Key-words: Chromatoid body, nucleolus, fibrillarin, spermatogenesis, fertility.
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1. Introducéo
1.1. Chromatoid body (CB)

Toda célula germinativa do reino animal possui um acumulo
citoplasmatico de material chamado “nuage”. O corpo polar dos odcitos de
Drosophila é, provavelmente, o tipo mais bem conhecido de “nuage”. Em
células germinativas a “nuage” € conhecida como chromatoid body (CB)
(PARVINEN, 2005). O CB é uma organela citoplasmatica que aparentemente
possui um papel no estoque de RNA e proteinas para a diferenciagéo final dos
espermatozoides (SODERSTROM; PARVINEN, 1976; SAUNDERS et al.,
1992). O CB comeca a ser visualizado no citoplasma das células germinativas
apos a primeira meiose, como nos espermatécitos primario e secundario, e
apresenta-se na sua forma final no citoplasma das espermatides iniciais,
exercendo seu papel até a finalizacdo da espermiogénese. Apos a finalizacao
da espermiogénese o CB € eliminado junto com os restos citoplasmaticos das
esperméatides finais (LOPES; ROELEN, 2010). O CB € considerado um
complexo macromolecular que parece ter um papel como coordenador do
controle pos-transcricional de produtos génicos em células germinativas
masculinas hapldides e também como centro de determinacdo dos destinos de
RNAmM (KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007). Devido a essas caracteristicas,
essa estrutura parece possuir fungbes importantes no processo de
espermatogénese e espermiogénese, como por exemplo, comunicacédo celular
entre as espermatides (VENTELA et al., 2003; PERUQUETTI et al., 2008,
2010a), direcionamento de mitocéndrias para a regido caudal da espermatide
(onde auxilia na formacédo da bainha mitocondrial e flagelo do espermatozdide)
(FAWCETT et al.,, 1970; PERUQUETTI et al., 2008, 2010a) e auxilio na
formacdo do acrossomo do espermatozodide (SODERSTROM; PARVINEN,
1976; TANG et al., 1982; PERUQUETTI et al., 2008, 2010a). Também tem sido
demonstrado que alguns componentes moleculares que constituem o CB,
como DNAse, RNAse, AcPs, Ubiquitina e HSP70, determinam que essa

estrutura atue como um centro de degradacdo, onde DNAs, RNAs e proteinas,
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gue nao seriam mais necessarios para 0 processo da espermatogénese,
seriam degradados (HARAGUCHI et al., 2005).

Alguns autores propdem que o CB se origine a partir de material
nucleolar, que se fragmenta nas etapas iniciais da espermatogénese e migra
para o citoplasma, formando pequenas “nuages”, que aos poucos se
coalescem, originando esta estrutura denominada CB (COMINGS; OKADA,
1972; ANDERSEN, 1978; ANDONOV, 1990). A fragmentacdo do material
nucleolar nas etapas iniciais da espermatogénese também foi demonstrada por
Takeuchi e Takeuchi (1990) e Peruquetti et al. (2008, 2010 a,b, 2011, 2012a,b).
Em um estudo recente onde o0s autores procuraram interelacionar a
fragmentacdo do material nucleolar durante a divisdo meiotica com a formacéo
do CB, foi detectada a presenca na proteina nucleolar fribrilarina em uma
posicdo citoplasmatica perinuclear, que corresponde a posi¢cdo onde o CB é
observado no citoplasma das espermatides iniciais (SOUZA et al., 2012). Essa
possivel localizacdo da fibrilarina na composicdo molecular do CB traz maiores
indicios de que produtos nucleolares podem estar relacionados com a
organizacéo do CB durante a espermatogénese. Um outro estudo que analisou
o ciclo nucleolar durante a gametogénese demonstrou que o reestabelecimento
da morfologia nucleolar durante a gametogénese é um fator importante para
remocao dos danos celulares induzidos pelo envelhecimento (UNAL et al.,
2011). Portanto, poderiamos inferir que algumas proteinas nucleolares
poderiam ser translocadas para o CB durante a espermatogénese, como parte
do processo de reestabelecimento da morfologia nucleolar.

Outros autores, porém, afirmam que o CB origina-se a partir da
aglomeragcdo de um material inter-mitocondrial presente no citoplasma das
células germinativas (FAWCETT et al, 1970; REUNOV et al., 2000).
Independente de sua origem, a acdo dessa estrutura citoplasmatica parece ser
muito importante para o processo de espermatogénese, pois, a presenca de
mutacdes ou até mesmo a auséncia de algumas proteinas, que séao
constituintes do CB, como as proteinas TDR1/MTR-1, MVH e MIWI e no
antigeno de histocompatibilidade OX3, causam esterilidade em ratos (HEAD;
KRESGE, 1985; CHUMA et al.,, 2006; DENG; LIN, 2002; TOYOOKA et al.,
2000). Portanto, devido ao fato de existerem muitas duvidas sobre a origem e
funcdo do CB e, devido a aparente importancia dessa estrutura para o evento
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da espermatogénese, suas caracteristicas precisam ser melhor esclarecidas
em todas as classes animais.

1.2. Nucléolo

O nucléolo é um dominio territorial particular do ndcleo, que esta
relacionado com a compartimentalizacdo das fungbes nucleares
(HERNANDEZ-VERDUN, 1991). E considerado um subcompartimento do
nucleo, altamente organizado e ndo envolto por membrana, e, também, é o
local da biogénese dos ribossomos (GERBI, 2003). O nucléolo interfasico
encontra-se organizado ao redor de regides cromossdmicas denominadas
‘Regides Organizadoras Nucleolares” (RONs). As RONs sdo locais dos
Cromossomos que possuem genes que determinam a transcricdo de RNA
ribossémico (RNAr), que sao transcritos e processados em pré-ribossomos no
interior do nucléolo. Os genes ribossomais estdo presentes em sequéncias
altamente repetidas em tandem, existindo varias copias de genes RNAr em
cada RON (SUMMER, 1990). A transcricdo dos genes RNAr é realizada pela
RNA polimerase | (RNA pol I) e ocorre em seqiiéncia, deixando a estrutura com
um aspecto de “arvore de natal”, como observado, primeiramente, por Miller e
Beatty (1969) e, posteriormente, por Scheer et al. (1997).

O transcrito primario RNAr 45S é processado em RNArs maduros 18S,
5,8S e 28S e, entdo, proteinas séo adicionadas aos pré-ribossomos nascentes
e, também, o RNAr 5S (sintetizado fora do nucléolo) € incorporado (THIRY;
GOESSENS, 1996). As unidades de transcricdo para o RNAr 45S sao
separadas por grandes espacos ndo transcritos ou regides intergénicas (IGR),
e dentro das unidades de transcricdo encontram-se as regides espacadoras
(TS), que possuem espacadores externos nos finais (ETS) e espacadores
internos (ITS) dentro da unidade (SCHWARZACHER; WACHTLER, 1993).

A formacdo do nucléolo € um processo dinamico ao longo do ciclo
celular sendo denominado nucleologénese. Visto ao microscoépio eletrénico, o
nucléolo geralmente apresenta trés dominios nucleolares maiores: o centro
fibrilar (CF), o componente fibrilar denso (CFD) e o componente granular (CG),
contudo, durante a nucleologénese, esses dominios desorganizam-se e
reorganizam-se no ciclo celular (ZATSEPINA et al., 1997). Os CFDs formam

uma rede que liga os CFs. Essa organizacao espacial € similar a descrita para
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nucléolos de plantas (JUNERA et al., 1995). O CF esta em contato direto com a
RON e na sua periferia ocorre a transcricdo do RNAr 45S. O processamento do
RNAr e sua reunido com as proteinas e o RNAr 5S, que ird formar as
subunidades ribossémicas maduras, ocorrem no CFD e CG (THIRY;
GOESSENS, 1996).

O nucléolo possui outras funcdes, como a ligacao e maturacdo de varios
outros tipos de RNAs (pequenos RNAs nucleares — snRNAs) (GERBI, 2003).
Estes snRNAs complexam-se com proteinas formando pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (SnRNPs) que representam uma classe estavel
de complexos RNA-proteinas encontrada no nucleo de todas as células
eucaridticas (LUHRMANN, 1990). Algumas dessas SnRNPs possuem
importante fungcdo no processamento do pré-RNAr 45S. Por exemplo, a ShRNP
denominada MRP é importante para a produgcdo do RNAr 5,8S, e, em
organismos superiores, a SNRNP U8 € necesséaria para formar o RNAr 28S
(GERBI, 2003). A mais estudada € a snRNP U3 que, provavelmente, esta
relacionada com a clivagem do pré-RNAr 45S no local situado entre 0 ITS1 e
5,8S. Foi sugerido que particulas de U3 sejam as marcacdes eletrondensas,
conhecidas como “botdes terminais”, observadas na extremidade 5 terminal
das moléculas de RNAr pré-sintetizadas (HERNANDEZ-VERDUN, 1991).

Ha aproximadamente 271 proteinas nucleolares envolvidas na sintese e
no processamento de RNAr, porém existem outras proteinas que parecem
possuir diferentes funcdes, como: modificacbes de nucleotideos de snRNPs;
biossintese de sinais de reconhecimento de particulas; captura e liberacdo de
proteinas envolvidas em silenciamento génico (PEDERSON, 2002). Além
disso, 0 nucléolo abriga proteinas que sdo responsaveis por mecanismos de
controle do ciclo celular e possui uma proteina, denominada ARF, que é
considerada supressora de tumor (CARMO-FONSECA et al., 2000).

A composicdo quimica do nucléolo é relativamente bem definida. E
composto por DNAr e RNAr em seus trés dominios (CF, CFD e CG). Possui
varias proteinas classificadas como: histonas, proteinas acidicas e enzimas. As
histonas estdo presentes nos trés dominios nucleolares por estarem
complexadas com DNAr. As proteinas acidicas possuem localizacdes variadas.
A fibrilarina (B36), que forma um complexo com o U3 e & um importante fator
de processamento de RNAr, é encontrada no CF e no CFD. A nucleolina (C23),
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gue esta relacionada com a transcricdo de DNAr e com o processamento de
RNAr, regulando a taxa de producéo de pré-ribossomos, pode ser encontrada
no CF e CFD. A numatrina (B23), responsavel pelos estadios tardios de
reunido de pré-ribossomos, € encontrada associada com RNP pré-
ribossémicas maduras e esta envolvida no transporte de pré-ribossomos para o
citoplasma, sendo observada no CFD e CG. A ribogranulina (52kDa), assim
como a fibrilarina, também esta associada com U3 snRNA, importante para o
processamento de RNAr, sendo encontrada no CG. As enzimas também
possuem diferentes localizagfes: a RNA pol |, especifica para a sintese de
RNAr é localizada no CF e CFD; a DNA topoisomerase |, necessaria para a
descondensacdo do DNA no curso da transcricdo, ndo é especifica para DNAr
e encontra-se no CF e CFD; a DNA topoisomerase Il, também é responsavel
pela mudanca na topologia da hélice de DNA e é encontrada somente no CFD
do nucléolo (MORIELLE; AZEREDO-OLIVEIRA, 2004a; THIRY; GOESSENS,
1996). Achados citolégicos descrevem que as proteinas C23 e B23 sao
responsaveis pela impregnacdo pelos ions prata (OCHS; BUSCH, 1984;
CASSEB-HASSAN; AZEREDO-OLIVEIRA, 1999).

Recentemente foi descrita a presenca de mais de 10 micro-RNAs
(miRNAs) em compartimentos nucleolares. De maneira interessante a
presenca desses miRNAs foi detectada independentemente da acdo de Dicer
e, também, da principal enzima nucleolar (RNA pol ) estando, portanto, ndo
relacionado com a transcricaio dos RNAs precursores das subunidades
ribossomais (BAI et al., 2014). A presenca desses miRNAs no nucléolo, ainda
com funcdo desconhecida, € um fato que pode ligar ainda mais a fisiologia
nucleolar e a fisiologia dos CBs, visto que o funcionamento dos CBs esta
fortemente baseado nas vias de micro-RNAs existentes na composicao

molecular desta organela.

2. Justificativa

Tendo em vista a importancia do ciclo nucleolar e da organizacéo do CB,
descritas anteriormente, para o processo da espermatogénese, estudos que
busquem evidenciar a expressao, a localizacdo e a distribuicdo de proteinas

nucleolares, como a fibrilarina, no epitélio seminifero de mamiferos, a



16

localizacdo da fibrilarina na composicdo molecular do CB, bem como, os
componentes do CB que interagem fisicamente com a fibrilarina, sdo de
extrema importancia. Identificando os eventos citados, poderemos estabelecer
como o ciclo nucleolar interfere na formacéo do CB e, principalmente, quais
funcdes as proteinas nucleolares poderiam desempenhar para a manutencéo
da fisiologia do CB.

Considerando-se todas as evidéncias descritas na introducao,
poderiamos formular duas hipoteses principais para elucinadar a localizacao da
fibrilarina na composicdo molecular do CB, bem como a funcdo que essa

proteina nucleolar desempenha nessa estrutura:

Hipotese 1: Com a fragmentacg&o nucleolar no inicio da divisdo meiética, parte
das proteinas nucleolares (entre elas a fibrilarina) seriam translocadas para o
CB pois, apos o término da divisdo meidtica, pois o nucléolo que se reorganiza
no nucleo das espermatides iniciais possui uma menor area, devido a fatores
como reducdo do numero de RONSs e reducédo da atividade sintética da célula.
Por isso, essas proteinas excedentes ndo seriam necessarias para a
reorganizacdo da arquitetura nuclear, sendo encaminhadas para o CB para
serem degradas pelos componentes proteossémicos dessa estrutura. Se essa
hipétese for verdadeira, a fibrilarina devera ser observada em associacao fisica
com esses componentes proteossdmicos, como DNAse, RNAse, Ubiquitina ou
HSP70.

Hipotese 2: Com a fragmentacéo nucleolar no inicio da divisdo meidtica, parte
das proteinas nucleolares (entre elas a fibrilarina) seriam translocadas para o
CB pois, ao se integrarem com outros componentes moleculares do CB os
mesmos seriam responsaveis pelo controle das modificagbes pos-
transcricionais de RNAm que serdo utilizados no processo de espermiogénese,
gue haviam sido transcritos no inicio da divisdo meibtica e
armazenados/silenciados no CB, para que sejam traduzidos na etapa final da
diferenciacdo das espermatides em espermatozoéides. Como a fibrilarina € uma
proteina que age no metabolismo de RNAr, no CB esta proteina poderia estar

fisicamente associada com outros componentes que realizam o controle
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metabodlico pos-transcricional de RNAmM armazenados no CB, como as
proteinas MVH, MIWI ou Dicer.

3. Objetivo geral

O objetivo geral da presente proposta sera realizar extracdo de proteinas
totais e visualiza-las por meio de Imuno Blot para analise da variacdo da
expressdo da proteina nucleolar fibrilarina nas células do epitélio germinativo
de roedores em diferentes estagios do ciclo espermatogénico. Detectar se a
proteina nucleolar fibrilarina apresenta relacdo com a formacdo dos CBs de
espermatides iniciais, e se nesta relacdo a fibrilarina estaria mais associada
com componentes de degradagdo ou com componentes de metabolismo ativo
no CB.

3.1. Objetivos especificos

-Verificar em qual ciclo espermatogénico existe uma maior expressao da
proteina nucleolar fibrilarina, correlacionando os niveis de expressao de
fibrilarina com os estagios do ciclo espermatogénico dos tubulos seminiferos,
verificando se as mais altas taxas de expressao de fibrilarina correspondem

aos estagios onde encontramos CB ativos (estagios IV-VI);

-Aplicacdo de técnicas de imunofluorescéncia para deteccdo da proteina
nucleolar fibrilarina, bem como de proteinas que sdo componentes moleculares
de CBs (MIWI e HSP70), identificando possiveis interagcdes que a proteina
nucleolar fibrilarina pode apresentar com alguns dos componentes moleculares

de CBs, como descritos acima, por meio de andlises de co-localizagéo.

4. Material e Métodos

Foram utilizados 10 camundongos machos (Mus musculus) com idade
entre 4 a 6 meses, que foram fornecidos pelo Biotério da Universidade do
Sagrado Coracdo (USC). Os animais foram fornecidos pelo Biotério da

Universidade do Sagrado Coracéao (USC). Durante os experimentos 0s animais
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receberam cuidados de acordo com as Diretrizes Brasileiras Para o Cuidado e
a Utilizacdo de Animais Para Fins Cientificos e Didaticos — DBCA (2013),
normalizada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Os animais foram mantidos em gaiolas com agua e racdo
oferecidas ad libitum, com ambiente controlado (temperatura entre 21° a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro). Ao final do periodo
experimental os animais foram anestesiados por meio de injecdo de
barbitiricos e mortos por deslocamento cervical. Todos 0s procedimentos que
foram utilizados estdo de acordo com as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do
CONCEA (2013). Apo6s a obtencéo dos tubulos seminiferos os mesmos foram
separados de acordo com o0s estagios do ciclo espermatogénico (sendo que o
estagio I-lll tem uma cor clara, pois € 0 estagio onde as células séo
indiferenciadas; o estagio IV-VI possui uma cor mais intensa que a do anterior
e é o de maior interesse pois é onde o CB esta com funcdo mais ativa; ja o
estagio VII-IX é o de cor mais intensa, no qual corresponde a maturacdao do
espermatozoide; o estagio X-XIl € onde ocorre a espermiacdo, por iSso nao
apresenta coloracdo), por meio da utilizagdo de um microscopio de
transiluminacdo (KOTAJA et al., 2004). Ap6s o isolamento dos tubulos
semineros de acordo com os estagios do ciclo espermatogénico, os diferentes
segmentos foram submetidos as prepra¢es descritas abaixo, com a finalidade
de atingir os objetivos especificos descritos na presente proposta e as analises
foram feitas ao microscépio de fluorescéncia (Nikon Eclipse 80i, Nikon
Instruments INC), com camera acoplada QIMAGING Micropublisher 3.3
Cooled, RTV). As analises de co-localizacdo foram realizadas no software
Image-Pro® Plus version 5.1.2 for Windows XP, baseando-se no coeficiente de
Pearson’s (Rr = 1).

O presente projeto aprovado pela Comissdo de Etica no Ensino e
Pesquisa em Animais (CEEPA) da Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB-
USP), sob o protocolo no. 005/2013 (Anexo 1).
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4.1. Squash preparations

As preparacOes foram realizadas segundo o protocolo de Kotaja et al.,
2004. Foram utilizados segmentos de aproximadamente 0.5mm tubulos
seminiferos nos estagios 1V-VI do ciclo espermatogénico. Os segmentos foram
transferidos para uma lamina, juntamente com aproximadamente 15 ul de PBS.
Sob esse fragmento, foi colocada uma laminula e realizada pequena pressao
para que as células germinativas, gentilmente, deixassem o interior dos tubulos
seminiferos. O excesso de PBS foi removido nas bordas da laminula com o
auxilio de um papel filtro. Quando o excesso de PBS estava bem removido, 0
conjunto, lamina e laminula, foi submergido em nitrogénio liquido e, em
seguida, a laminula foi removida. As laminas foram secas ao ar, durante 4h, e

armazenadas a -80°C até o momento do uso.

4.2. Imunofluorescéncia em squash preparations

As laminas contendo squash preparations foram imersas em
4%PFA/PBS, em gelo, por 10 minutos. Em seguida foram lavadas em PBS e,
posteriormente, imersas em 0.2%Triton X100/PBS, a temperatura ambiente,
por 5 minutos. O bloqueio de marcacdes inespecificas foi realizado com
5%BSA/PBS, por 1h em temperatura ambiente. Posteriormente ao bloqueio, as
amostras foram incubadas overnight, a 40 C, com 0s seguintes anticorpos
primarios: Anti-Fibrillarin [38F3] antibody ab4566; PIWIL1 (N-17): sc-22685;
HSP 70 (K-20): sc-1060. Ap6s a incubacédo, as laminas foram lavadas em
PBST e, os anticorpos secundarios de interesse, conjugado com diferentes
agentes fluorescentes (Alexa Fluor® 488 F(ab')2 Fragment of Goat Anti-Mouse
IgG (H+L) Antibody; Alexa Fluor® 594 Chicken Anti-Goat 1gG (H+L)), foram
diluidos em 5%BSA/PBS, e a incubacéao foi feita durante 1 hora, a temperatura
ambiente. As laminas foram lavadas novamente em PBST e, em seguida, 0
material foi corado com solucdo DAPI, para marca¢gfes dos nucleos. Ao final,
as laminas foram lavadas em PBS, montadas com Ultra Cruz Mounting Medium
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.): sc-24941, e analisadas ao microscopio de
fluorescéncia (Nikon Eclipse 80i, Nikon Instruments INC), com camera
acoplada QIMAGING Micropublisher 3.3 Cooled, RTV).
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4.3. Andlise de co-localizacdo — Coeficiente de Pearson’s

As imagens de imunofluorecéncia foram feitas no software Image-Pro®
Plus version 5.1.2 for Windows XP. Das imagens capturadas e analisadas
foram utilizadas 9 espermatides iniciais onde a co-localizacao entre fibrilarina e
MIWI foi demonstrada; e 5 esperméatides iniciais onde a co-localizacdo entre
fibrilarina e HSP70 foi demonstrada, para calculo do coeficiente de co-
localizagédo, de acordo com o coeficiente de Pearson’s (Rr = 1), por meio da

utilizacdo do mesmo software.

4.4 Extracdo de proteinas totais e ImunoBlot

Seguimentos de aproximadamente 0.5mm tubulos seminiferos em
diferentes estagios do ciclo espermatogénico foram homogeinizados em 1ml de
tampédo RIPA, contendo inibidores (NaF 1M, Cocktail inibidor de protease
completo — Roche Diagnostics e PMSF 0.1M). Em seguida, o homogeinizado
foi centrifugado a 14000xg, por 15 minutos, a 4°C. Apos centrifugacdo, o
supernatante foi removido e transferido para novos tubos. A quantificacdo das
proteinas totais extraidas foi realizada por espectrofotometria com Dc Protein
Assay (Bio-Rad, Hercules, CA). As proteinas foram diluidas em tampéo RIPA
com inibidores, para homogeinizacdo das quantidades, e em seguida diluidas
em 4x Laemmlli Buffer e armazenadas a -20°C até o momento do uso.

Para a realizacdo do imunoblot, cerca de 25ug de extrato de proteinas
foram separadas em gel 10% SDS-poliacrilamida e transferidas para uma
membrana de poliviniideno por meio de eletrobloting. Em seguida, as
membranas foram lavadas com PBST e incubadas por 1 hora, a temperatura
ambiente, em leite desnatado 5%/PBST, para blogueio de marcacoes
inespecificas. Apos incubacdo, as membranas foram novamente lavadas em
PBST e incubadas com anticorpos primarios Anti-Fibrillarin [38F3] antibody
ab4566; PIWIL1 (N-17): sc-22685; HSP 70 (K-20): sc-1060; e anti-a-tubulina
(T5168) (Sigma Aldrich) diluidos em leite desnatado 5%/PBST, e incubadas a
4°C, overnight. Apds incubacdo com anticorpo primario as membranas foram
novamente lavadas em PBST e, em seguida, incubadas com anticorpos

secundarios (HRP Rabbit anti-mouse-Invitrogen 616520; donkey anti-goat IgG-
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HRP: sc-2020) diluidos em leite desnatado 5%/PBST, por 1 hora, a
temperatura ambiente. Finalmente, as membranas foram lavadas em PBST,

secas e reveladas por meio de filmes fotograficos.

5. Resultados

5.1. Imunoblot

Por meio da técnica de Western blot objetivamos detectar a expressao
da proteina nucleolar fibrilarina nos diferentes estagios do ciclo
espermatogénico, onde verificou-se que a fibrilarina se expressa mais no
estagio IV-VI e no testiculo total, sua expressdo é menos intensa no estagio
VII-IX. N&o foi detectada a expressao de fibrilarina nos estagios I-lll e X-XII
(Figura 1). Adicionalmente, também foi testada a expressao da proteina MIWI
nos diferentes estagios do ciclo espermatogénico. MIWI apresenta-se mais
expressa nos estagios I-lll, IV-VI e no testiculo total, tendo sua expresséo
parcialmente reduzida nos demais estagios (Figura 1). Ao checar a expressao
de HSP70 nos diferentes estagios do ciclo espermatogénico, observa-se que
HSP70 esta altamente expressa nos estagios IV-VI e VII-IX, que sua expressao
€ reduzida no estagio X-Xll, e que ha uma auséncia da expressdo de HSP70
no estagio I-Ill (Figura 1). A proteina tubulina foi utilizada como controle da
reacao.

5.2. Imunoflurescéncia

A técnica de imunofluorescéncia foi realizada, co-localizando as
proteinas Fibrilarina e MIWI, bem como as proteinas Fibrilarina e HSP70
(Figuras 1 e 2). Os resultados obtidos podem ser resumidos da seguinte
maneira: 1) Fibrilarina foi detectada no nucléolo de espermatides iniciais pos-
meioticas, porém também foi parcialmente localizada em associacdo com o
chromatoid body (CB) (Figuras 2 e 3); 2) MIWI e Fibrilarina se co-localizaram,
pois ambas foram detectadas no CB (Figuras 2 e 3); 3) HSP70 se apresentou
difusa no citoplasma, portanto se tornou mais dificil observar sua concentracéo

no CB. Entretanto, nas células onde HSP70 foi observada concentrada no CB,
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também foi possivel observar uma associacdo com a fibrilarina citoplasméatica
(Figuras 2 e 3). Com isso nenhuma das duas hipéteses citadas na justificativa
deste trabalho sera descartada.

Para obtencédo de dados mais precisos sobre a co-localizacdo entre as
imunomarcacgdes foi utilizada a analise do Coeficiente de Pearson’s, e os
resultados estdo representados na Tabela 1. Analisando os dados obtidos na
anadlise, notamos que tanto o coeficiente de Pearson’s da relacdo
MIWI:Fibrilarina quanto da relacdo HSP70:Fibrilarina foram superior a 50%,
com a interagao Fibrilarina:HSP70 sendo uma pouco maior. Uma conclusdo
Obvia seria afirmamos que HSP70 tem uma influéncia maior na constituicdo
molecular do CB. Mas o resultado da influéncia da fibrilarina (K2) na co-
localizacdo com MIWI foi muito préximo a influéncia de fibrilarina na co-
localizagdo com HSP70 (Tabela 1), com isso o CB com MIWI podem ter uma

maior afinidade comparado a proximidade dos resultados.
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Ciclos espermatogénicos

1= IV-Vi VII-IX X-XIl Total

Fibrilarina (34kD)

MIWI (80kD)

HSP70 (70kD)

Tubulina (50kD)

Figura 1: Imunoblot para deteccdo da expressdo da proteina nucleolar
fibrilarina, da proteina MIWI e da proteina HSP70 em diferentes estagios do
ciclo espermatogénico de tdbulos seminiferos (I-1ll; IV-VI; VII-IX; X-XII).
Proteinas totais do tecido testicular total (Total) e a deteccdo da expressao de

tubulina foram utilizadas como controle da técnica.
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NI HSP70

Fibrilarina Fibrilarina

Fibrilarina tenm

Fibrilarina

Figura 2: Deteccédo por imunofluorescéncia das proteinas Fibrilarina, HSP70 e
MIWI em tubulos seminiferos no estagio IV-VI do ciclo espermatogénico. A
deteccdo de HSP70 apresentou-se muito difusa no citoplasma, requerendo
uma otimizacdo do protocolo, porém a proteina MIWI foi bem identificada
sendo amplamente depositada no CB. Fibrilarina foi detectada tanto no

nucléolo quanto no CB.
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DAPI DAP
IV HSFP70
Fibrilarina Fibrlarina

Figura 3: Deteccédo por imunofluorescéncia da co-localizacdo das proteinas
Fibrilarina e MIWI; e Fibrilarina e HSP70 em tubulos seminiferos no estagio 1V-

VI do ciclo espermatogénico.
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Coeficiente de . Resultados nos
Co-localizacéo _ _
Pearson’s diferentes canais
K1: 1,860
Rr: 0,559314 Fibrilarina:MIW|
K2: 0,584
K1: 1,593
Rr: 0,613395 Fibrilarina:HSP70
K2: 0,593

Tabela 1: Valores do coeficiente de Pearson’s obtido na analise de co-

localizagdo de imunofluorescéncias entre as proteinas Fibrilarina:MIWI e

Fibrilarina:HSP70, realizadas em squah preparations em segmentos de tabulos

seminiferos nos estagios IV-VI do ciclo espermatogénico. K1: Influéncia do

canal vermelho (MIWI ou HSP70) sobre o coeficiente de sobreposicéo; K2:

Influéncia do canal verde (Fibrilarina) sobre o coeficiente de sobreposicéo.
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6. Discussao

O chromatoid body (CB) € uma organela citoplasmatica de células
germinativas masculinas cuja principal funcéo estéao relacionada com o estoque
de RNA e proteinas para a diferenciagdo final dos espermatozéides
(SODERSTROM; PARVINEN, 1976; SAUNDERS et al., 1992). Os CBs sdo
localizados nas células germinativas primordias e persistem ao longo de toda a
vida do adulto (MAHOWALD, 2001). Analises realizadas durante a
espermatogénese de camundongos relatam a presenca de CB perto das
vesiculas do aparelho de Golgi. Também s&o observados na mesma posi¢ao
em espermatides finais, 0 que nos permite entender que o CB pode auxiliar na
formacéo da cauda do espermatozoéide (PERUQUETTI et al., 2008, 2010a).

Muitos autores afirmam que o CB se origina a partir de proteinas
nucleolares através da fragmentacdo do nucléolo durante a divisdo meiodtica
(COMINGS; OKADA, 1972; ANDONOV, 1990; PERUQUETTI et al., 2008,
2010b). Devido a recente demonstracdo da presenca de mais de 10 micro-
RNAs (miRNAs) em compartimentos nucleolares (BAI et al., 2014), adicionado
ao fato de miRNAs serem a principal via de silenciamento génico e proteico
utilizada pelos CBs (MEIKAR et al.,, 2014), a comparacdo entre fisiologia
nucleolar e a fisiologia dos CBs durante a espermatogénese faz-se ainda mais
necesséria.

Por meio de andlises de Western blot, no presente trabalho, pode-se
detectar uma alta expresséao das proteinas fibrilarina, HSP70 e MIWI no estagio
IV-VI do ciclo espermatogénico (Figura 1), estagio esse que contém um grande
namero de espermatides iniciais (CLERMONT, 1972), que séo as células onde
o0 CB se encontra completamente formado e exercendo suas fungdes de
maneira mais efetiva (KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007). Fibrilarina é uma
proteina que faz parte do complexo box C/D and H/ACA snoRNP do nucléolo,
gue é um complexo responsavel pelo processamento de pré-RNAr por meio de
modificacdes pos-transcricionais, metilagdo-2'-O e pseudouridilacdo (revisado
por MORIMOTO; BOERKOEL, 2013). MIWI é uma das proteinas mais
abundantes e importantes na fisiologia do CB (MEIKAR et al., 2014), sendo
uma proteina que é membro da familia Argonauta, somente se expressando
em células da linhagem germinativa para reprimir a expressdo de elementos

moveis do genoma das células da linhagem reprodutora (ENDER; MEISTER,
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2010). Proteinas membros da familia Argonauta sdo conhecidas por
participarem de processos de repressdo da expressdo génica por meio da
regulagéo da estabilidade do RNAmM e/ou da tradugéo, via miRNAs e piRNAs
(ENDER; MEISTER, 2010). A maioria das proteinas relacionadas com
MIWI/piIRNA presentes no CB tem sido apontadas com tem um papel ativo no
controle da programacdo epigenética, no silenciamento de transposons, na
integridade do DNA da linhagem germinativa, na diferenciagdo das células da
linhagem germinativa, bem como, na manutencdo das células tronco
gametogénicas (revisado por KLOC et al., 2013). As HSPs sdo um grupo de
proteinas funcionalmente relacionadas, que séo classificadas primariamente de
acordo com o seu peso molecular: HSP40, HSP60, HSP70, HSP90, HSP100 e
pequenas HSPs (HARTL et al., 2011). A funcdo basica das HSPs é reconhecer
seletivamente proteinas em sua conformacdo ndo nativa. A funcdo destas
chaperones na compactacdo correta de protéinas ja esta bem estabelecida.
Porém, as chaperones também participam dos processos de degradacao
terminal de proteinas fora se sua conformacdo original, facilitando o
reconhecimento da maquinaria de ubiquitinagcdo a estas proteinas, além de
direcionar os substratos ubiquitinados para o proteossoma (SHIBER; RAVID,
2014). HSP70 ja foi descrita desempenhando esse papel no CB (HARAGUCHI
et al., 2005).

Como os eventos de reativacéo da atividade nucleolar (PERUQUETTI et
al., 2012b), de participacdo do CB na reativacdo da atividade
transcricional/traducional celular (KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007) e,
também, na degradacdo proteossomica (HARAGUCHI et al., 2005) sao
fortemente desempenhados nas células que compde o estagio IV-VI do ciclo
espermatogénico, nossos resultados estdo de acordo com os dados da
literatura.

No presente trabalho foi demonstrada, por meio de técnicas de
imunofluorescéncia, a distribuicdo da proteina nucleolar fibrilarina em
esperméatides iniciais (p6s-meibticas) bem como sua co-localizacdo com
proteinas que estdo localizadas no CB, destas mesmas células (Figuras 2 e 3),
e que desempenham funcbes diferenciadas nesta estrutura: 1) MIWI
desempenhando papel no controle das modificacbes pos-transcricionais de

RNAmM transcritos no inicio da divisdo meibtica e armazenados/silenciados no
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CB, para que sejam traduzidos na etapa final da diferenciacdo das
espermatides em espermatozoides (DENG; LIN, 2002) e ; 2) HSP70 que age
como um componente proteossdmico nesta estrutura (HARAGUCHI et al.,
2005).

A presenca da proteina nucleolar fibrilarina ja havia sido descrita
previamente em CBs de insetos triatomineos (SOUZA et al., 2012) e, agora,
esta presenca foi confirmada para CBs de mamiferos. Essa localizacdo da
fibrilarina na composicdo molecular do CB traz maiores indicios de que
produtos nucleolares podem estar relacionados com a organizagdo do CB
durante a espermatogénese. Um estudo que analisou o ciclo nucleolar durante
a gametogénese demonstrou que o reestabelecimento da morfologia nucleolar
durante a gametogénese € um fator importante para remocdo dos danos
celulares induzidos pelo envelhecimento (UNAL et al., 2011), sendo possivel
gue a fibrilarina nucleolar possa ser translocada para o CB durante esse
processo.

Na tentativa de elucidar as possiveis fungcbes desempenhadas pela
fibrilarina para a manutencdo da fisiologia do CB a co-localizagdo entre
fibrilarina e as proteina MIWI e HSP70 (marcadores de CB) foi testada, sendo
testadas desta maneira as duas hipoéteses iniciais do presente trabalho. Nas
andlises das imunomarcac6es por fluorescéncia a fibrilarina se co-localizacao
parcial ou totalmente com as duas proteinas testadas (Figuras 2 e 3),
comprovando sua relacdao com o CB mas impossibilitando a aceitacdo ou a
rejeicdo das hipoteses propostas no trabalho. Para as analises serem
realizadas de forma com que o resultado ficasse mais confiavel, ou seja, por
meio de realizacdo de analises quantitativas, foram feitas merges das imagens
capturadas em cada etapa citada acima, e também foi utilizada a analise de co-
localizacdo por meio do coeficiente de Pearson’s, que é uma medida do grau
de relacdo linear entre duas variaveis quantitativas (ZAR, 1999). Este
coeficiente varia entre os valores -1 e 1. O valor 0 (zero) significa que ndo ha
relacdo linear, o valor 1 indica uma relacdo linear perfeita e o valor -1 também
indica uma relacdo linear perfeita mas inversa, ou seja quando uma das
variaveis aumenta a outra diminui (ZAR, 1999). Quanto mais proximo estiver de
1 ou -1, mais forte € a associacado linear entre as duas variaveis. No presente

trabalho obtivemos um coeficiente de Pearson’s de 0,559314 para a co-
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localizacdo entre fibrilarina e MIWI e de 0,613395 para a co-localizacao entre
fibrilarina e HSP70 (Tabela 1). Analisando os dados obtidos nesta analise,
notamos que tanto o coeficiente de Pearson’s da relagcdo MIWI:Fibrilarina
guanto da relacdo HSP70:Fibrilarina foram superior a 50%, com a interacdo
Fibrilarina:HSP70 sendo uma pouco maior. Uma conclusdo O&bvia seria
afirmamos que HSP70 tem uma influéncia maior na constituicdo molecular do
CB. Mas o resultado da influéncia da fibrilarina (K2) na co-localizacdo com
MIWI1 foi muito proximo a influéncia de fibrilarina na co-localizacdo com HSP70
(Tabela 1), com isso o CB com MIWI podem ter uma maior afinidade
comparado a proximidade dos resultados.

Levando em consideracdo que durante a meiose a fibrilarina, que tem
participagdo ativa na biogénese do ribossomo atuando nas modificacdes e
processamentos de pré- rRNA (UESHIMA et al., 2013), parece migrar até o
citoplasma passando a fazer parte da constituicio molecular do CB
(PERUQUETTI et al., 2012b), a fibrilarina poderia desempenhar um papel no
processamento de RNAm, atuando junto com a Argonauta MIWI. Porém, se
fibrilarina for translocada para o CB por ndo possuir mais papel na biogénese
de ribossomos, fibrilarina poderia se associar a HSP70, que tem funcdo em
varias etapas da degradacdo proteossdmica, como por exemplo antes da
ubiquitinacdo e durante o seu sequenciamento (SHIBER et al., 2014).

Portanto, ainda néo foi possivel afirmar se a fibrilarina esta associada a
MIWI ou HSP70, mas com o presente estudo visualizamos que a fibrilarina esta
proxima ao CB nos permitindo afirmar que ela tem alguma relacdo com essa

estrutura.

7. Concluséao

Em concluséao sobre este presente trabalho, afirmamos que a fibrilarina
esta associada ao CB, e que a mesma possui uma correlacdo semelhante com
MIWI e HSP70. A realizacdo da co-imunoprecipitacdo proteica entre fibrilarina e
MIWI e entre fibrilarina e HSP70, que sera realizada na sequéncia deste

trabalho, ird auxiliar a responder essa questéao.
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