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RESUMO

O corpo cromatoide (CB) € uma estrutura citoplasmética de células
germinativas masculinas que tem sido descrito como tendo um papel no
armazenamento de RNA e de proteina para a diferenciagdo final dos
espermatozoides. Estudos recentes indicam que alguns destes componentes
citoplasméticos de complexos macromoleculares tém origem nucleolar, tais
como a proteina nucleolar Fibrilarina (B36), que tem uma funcdo no
componente fibrilar denso (CFD nucleolar) e controlar o metabolismo do RNAr.
Os objetivos do presente estudo foi o de controlar a expressdo da proteina
nucleolar Fibrilarina em tdbulos seminiferos em diferentes estagios do ciclo
espermatogénico (I-lI; IV-VI, VII-IX, X-XIlI); e para verificar a distribuicdo da
proteina nucleolar Fibrilarina durante a montagem do CB no citoplasma das
células germinativas em tubulos seminiferos nos estagios IV-VI, e também sua
interagdo com dois marcadores de CB bem conhecidos (MIWI e HSP70) que
desempenham papéis distintos para a manutenc¢éo da fisiologia do CB. Tubulos
seminiferos em diferentes estagios do ciclo de espermatogénese foram
isolados por microscopia de transluminescéncia (I-1ll: segmentos mais claros;
IV-VI: segmentos de cores médias, VII-IX: segmentos de coloracdo mais
intensa; X-XlII: segmentos transparentes) a partir de testiculos de 10
camundongos machos adultos (Mus musculus). A expressédo da Fibrilarina e
também a co-localizacéo entre Fibrilarina e MIWI / HSP70 foram realizadas por
Western blot (WB) e por imunofluorescéncia (IF). O total de proteinas a partir
de testiculos de 05 ratos adultos machos foram utilizados para realizar a co-
imunoprecipitacdo de proteinas (CO-IPP). Os resultados demonstraram uma
maior expressado da Fibrilarina em tubulos seminiferos nas fases 1V-VI do ciclo
espermatogénico (WB), e uma co-localizagdo parcial da proteina nucleolar
Fibrilarina com MIWI (uma proteina que tem um papel ativo no metabolismo de
RNA no CB) , e também com HSP70 (uma proteina que tem um papel no
dobramento proteossémico no CB) (IF). Também foi realizada uma CO-IPP
entre Fibrilarina e MIWI; e entre Fibrilarina e HSP70 e com o objetivo de
encontrar uma melhor resposta para a existéncia de uma interagdo fisica entre
esses componentes do CB e a proteina nucleolar Fibrilarina. Encontramos
MIWI no precipitado através da CO-IPP, mas ndo conseguimos precipitar
HSP70. Os nossos resultados mostram que a proteina nucleolar Fibrilarina
participa nas atividades fisiolégicas realizadas por CB, interagindo com CB
componentes que tém um papel no metabolismo de RNA (como, por exemplo,
proteina MIWI). Portanto, é provavel que a associagdo entre MIWI e Fibrilarina
possa estar relacionada com a atuacdo destas duas proteinas em eventos
relacionados & modificacBes epigenéticas que regulam a transcricdo de RNAm
e RNAr em células da linhagem germinativa masculina, controlando portanto
dois eventos importantes para a diferenciagdo dos espermatozoides, que séo a
formagéo do CB e o ciclo nucleolar.

Palavras-chaves: Chromatoid body, nucléolo, Fibrilarina, espermatogénese,
fertilidade.



14

ABSTRACT

The chromatoid body (CB) is a cytoplasmic organelle of male germ cells
that has been indicated as having a role in the RNA and protein storage for the
final differentiation of spermatozoa. Recent studies have indicate that some of
this cytoplasmic macromolecular complex components have nucleolar origin,
such as the nucleolar protein fibrillarin (B36) having a function in the nucleolar
CFD (dense fibrillar component) and controlling the rRNA metabolism. The aims
of the present study was to monitor the expression of nucleolar protein fibrillarin
in seminiferous tubules at different stages of the spermatogenic cycle (I-Ill; 1V-
VI, VII-IX, X-XII); and to check the nucleolar protein fibrillarin distribution during
the CB assembly in the cytoplasm of germ cells in seminiferous tubules at
stages IV-VI and also its interaction with two well-known CB markers (MIWI and
HSP70) playing distinct roles for the maintenance of the CB physiology.
Seminiferous tubules at different stages of the spermatogenic cycle were
isolated by transluminescence microscopy (I-lll: lighter segments; IV-VI:
medium color segments; VII-IX: darker segments; X-XII: transluminescent
segments) from testis of 10 adult male mice (Mus musculus). Fibrillarin
expression and also co-localization between fibrillarin and MIWI/HSP70 were
performed by Western blot (WB) and by immunofluorescence (IF). Total
proteins from testis of 05 adult male mice were used to perform the co-
immunoprecipitation (Co-IPP) experiments. The results demonstrated a higher
fibrillarin expression in seminiferous tubules at the stages IV-VI of the
spermatogenic cycle (WB), and a partial co-localization of nucleolar protein
fibrillarin with MIWI1 (a protein that has a role in RNA metabolism in the CB), and
also with HSP70 (a protein that has a role in the proteasome folding in the CB)
(IF). We also performed a Co-IPP between fibrillarin and MIWI; and between
fibrillarin and HSP70 aiming to find a better response for the existence of a
physical interaction between those CB components and the nucleolar protein
fibrillarin. We have found MIWI in the Co-IPP precipitate but not HSP70. Our
results show that the nucleolar protein fibrillarin participates in the physiological
activities performed by CB by interacting with CB components that have a role
in the RNA metabolism (as for example, MIWI protein). It is therefore likely that
the association between MIWI and fibrillarin may be linked to the performance
of these two proteins in events related to epigenetic modifications that regulate
the transcription of RNAm and RNAr in the male germ line cells, controlling
therefore two important events for the differentiation of spermatozoa which are
the formation of CB and nucleolar cycle.

Keywords: Chromatoid body, nucleolus, fibrillarin, spermatogenesis, fertility.
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1. Introducgéo
1.1. Chromatoid body

Toda célula germinativa masculina do reino animal possui um acumulo
citoplasmético de material chamado “nuage”. O corpo polar dos odcitos de
Drosophila €, provavelmente, o tipo mais bem conhecido de “nuage”. Em
células germinativas de mamiferos a “nuage” mais bem conhecida é
denominada chromatoid body (CB) (PARVINEN, 2005). O CB € uma estrutura
citoplasmética que aparentemente possui um papel no estoque de RNA e
proteinas para a diferenciacdo final dos espermatozdides (SODERSTROM,;
PARVINEN, 1976; SAUNDERS et al., 1992). Além disso, o CB é uma estrutura
do tipo gréanulos de células germinativas masculinas, que contém muitas
proteinas e RNAs, desempenhando papel importante para a espermatogénese.
Contudo, os mecanismos moleculares que regem a formagéo e o desempenho
das fungbes do CB ainda séo pouco evidentes. O CB pode ser detectado no
citoplasma de espermatdécitos | no inicio da meiose, sendo caracterizado neste
tipo celular como estrutura fibrosa-granular formada entre as mitocéndrias. Ao
final da meiose, o0 CB maduro deixa de ter o aspecto de estrutura fibrosa-
granular sendo compactado em um grénulo filamentoso e lobulado,
transferindo-se em torno na superficie do ndcleo da espermatide redonda. Esta
estrutura mantém-se no citoplasma da espermatide até o momento em que o
ndcleo comeca a prolongar-se e, finalmente, desaparece no final da
espermiogénese (WANG et al., 2015).

O CB é considerado um complexo macromolecular que parece ter um
papel como coordenador do controle pos-transcricional de produtos génicos em
células germinativas masculinas hapléides e também como centro de
determinagdo dos destinos de RNAmM (KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007).
Devido a essas caracteristicas, essa estrutura possui fun¢cfes importantes no
processo de espermatogénese e espermiogénese, como por exemplo,
comunicacdo celular entre as espermatides (VENTELA et al., 2003;
PERUQUETTI et al., 2008, 2010a), direcionamento de mitocondrias para a
regido caudal da espermatide (onde auxilia na formacéao da bainha mitocondrial
e flagelo do espermatozoide) (FAWCETT et al., 1970; PERUQUETTI et al.,

2008, 2010a) e auxilio na formacdo do acrossomo do espermatozoide



(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 degradagéo,
onde DNAs, RNAs e proteinas, que ndo seriam mais necesséarios para o
processo da espermatogénese, seriam degradados (HARAGUCHI et al., 2005).

Alguns autores propdéem 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 0s autores procuraram interelacionar a
fragmentag&@o do material nucleolar durante a divisdo meiotica com a formagéo
do CB, foi detectada a presenca na proteina nucleolar fribrilarina em uma
posicdo citoplasmatica perinuclear, que corresponde a posicdo onde o CB é
observado no citoplasma das espermétides iniciais em insetos triatomineos
(SOUZA et al., 2012). Essa possivel localizagdo da fibrilarina na composicao
molecular do CB de insetos traz maiores indicios de que produtos nucleolares
podem estar relacionados com a organizagdo do CB durante a
espermatogénese. Além disso, a proteina nucleolar nucleolina (C23) foi
detectada no CB de mamiferos apds uma extensa andlise protedmica desta
estrutura (MEIKAR et al., 2014). 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 remo¢do 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
aglomeragdo de um material inter-mitocondrial presente no citoplasma das
células germinativas (FAWCETT et al., 1970; REUNOV et al.,, 2000). A

proximidade com as mitocondrias pode ndo estar diretamente ligada com o
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direcionamento destas organelas para a regido caudal dos espermatozoides,
como proposto anteriormente, mas sim com o fato de as mitocondrias
participarem da via de miRNA (ERNOULT-LANGE et al.,, 2012) altamente
presente no CB.

Independente de sua origem, a acdo dessa estrutura citoplasmatica
abrange o controle de processos importantes para a espermatogénese, pois, a
presenca de mutagbes ou até mesmo a auséncia de algumas proteinas, que
sdo 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; TOYOOKA et al., 2000; DENG; LIN, 2002; CHUMA et al.,
2006). Portanto, devido ao fato de existirem muitas dividas sobre a origem e
funcdo do CB e, devido a evidente importéncia dessa estrutura para o evento
da espermatogénese, suas caracteristicas precisam ser melhor esclarecidas

em todas as classes animais.

1.2. Nucléolo

O nucléolo € um dominio territorial particular do nucleo, que esta
relacionado com a compartimentalizagdo das fungdes nucleares
(HERNANDEZ-VERDUN, 1991). Além de ser a marca da compartimentalizacédo
nuclear o nucléolo também exerce varias fungdes no metabolismo celular, além
da sua fung@o principal como o lugar da sintese de RNAr e montagem de
ribossomos (MARTIN et al., 2015). E considerado um subcompartimento do
ndcleo, altamente organizado e nao envolto por membrana, e, também, é o
local da biogénese dos ribossomos (GERBI, 2003). O nucléolo interfasico
encontra-se organizado ao redor de regides cromossomicas denominadas
“Regibes Organizadoras Nucleolares” (RONs). As RONs s&o locais dos
Cromossomos que possuem genes que determinam a transcricdo de RNA
ribossdmico (RNAr), que séo 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 seqiéncia, deixando a estrutura com
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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 sdo 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 séo
separadas por grandes espagos néo transcritos ou regides intergénicas (IGR),
e dentro das unidades de transcricdo encontram-se as regides espagadoras
(TS), que possuem espacadores externos nos finais (ETS) e espagadores
internos (ITS) dentro da unidade (SCHWARZACHER; WACHTLER, 1993).

A formacdo do nucléolo é um processo dindmico ao longo do ciclo
celular sendo denominado nucleologénese. Visto ao microscopio 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 centros fibrilares
(CF) abrigam o DNAr no centro nucleolar e estdo rodeados pelos componentes
fibrilares densos (CFD), contendo os RNArs recém-transcritos. O componente
granular (CG) é preenchido com particulas pré-ribossomais compostas de
RNAr e proteinas, estendendo-se para dentro do nucleo e rodeado por
cromatina (MARTIN et al., 2015).

Os CFDs formam uma rede que liga os CFs. Essa organizagao espacial
é similar & descrita para 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 ira formar as subunidades ribossémicas maduras, ocorrem no CFD e CG
(THIRY; GOESSENS, 1996).

O nucléolo possui outras fungdes, como a ligacdo 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 fungdo no processamento do pré-RNAr 45S. Por exemplo, a sSnRNP
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denominada MRP é importante para a producdo do RNAr 5,8S, e, em
organismos superiores, a SNRNP U8 é necesséria para formar o RNAr 28S
(GERBI, 2003). A mais estudada é a snRNP U3 que, provavelmente, esti
relacionada com a clivagem do pré-RNAr 45S no local situado entre o ITS1 e
5,8S. Foi sugerido que particulas de U3 sejam as marcacdes eletrondensas,
conhecidas como “botbes terminais”, observadas na extremidade 5’ terminal
das moléculas de RNAr pré-sintetizadas (HERNANDEZ-VERDUN, 1991).

H& aproximadamente 271 proteinas nucleolares envolvidas na sintese e
no processamento de RNAr, porém existem outras proteinas que parecem
possuir diferentes fungdes, como: modificagfes de nucleotideos de snRNPs;
biossintese de sinais de reconhecimento de particulas; captura e liberacéo de
proteinas envolvidas em silenciamento génico (PEDERSON, 2002). Além
disso, o 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
vérias 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 localiza¢des 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),
que esté relacionada com a transcricdo de DNAr e com o processamento de
RNAr, regulando a taxa de produgéo 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 localizagbes: a RNA pol |, especifica para a sintese de
RNAr é localizada no CF e CFD; a DNA topoisomerase |, necessaria para a
descondensacgdo do DNA no curso da transcri¢cdo, ndo é especifica para DNAr

e encontra-se no CF e CFD; a DNA topoisomerase |l, também é responsavel
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pela mudanca na topologia da hélice de DNA e é encontrada somente no CFD
do nucléolo (MORIELLE; AZEREDO-OLIVEIRA, 2004a; THIRY; GOESSENS,
1996). Achados citologicos descrevem que as proteinas C23 e B23 séo
responsaveis pela impregnagcdo 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 acéo de Dicer
e, também, da principal enzima nucleolar (RNA pol I) estando, portanto, ndo
relacionado com a transcricdo dos RNAs precursores das subunidades
ribossomais (BAI et al., 2014). A presenca desses miRNAs no nucléolo, ainda
com fungdo 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 composigao

molecular desta organela.
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2. Justificativa

Tendo em vista a importancia do ciclo nucleolar e da organizagéo do CB,
descritas anteriormente, para 0 processo da espermatogénese estudos que
busquem evidenciar a expresséo, a localizacdo e a distribuicdo de proteinas
nucleolares, como a fibrilarina, no epitélio seminifero de mamiferos, a
localizagdo da fibrilarina na composi¢cdo molecular do CB, bem como, os
componentes do CB que interagem fisicamente com a fibrilarina, sdo de
extrema importancia. ldentificando os eventos citados, poderemos estabelecer
como o ciclo nucleolar interfere na formacédo do CB e, principalmente, quais
funcdes as proteinas nucleolares poderiam desempenhar para a manutengao
da fisiologia do CB.

Considerando-se todas as evidéncias descritas na introdugéo,
poderiamos formular duas hipoteses principais para elucidar a localizagdo da
fibrilarina na composicdo molecular do CB, bem como a fungdo que essa

proteina nucleolar desempenha nessa estrutura:

Hipotese 1: Com a fragmentagdo nucleolar no inicio da divisdo meidtica, parte
das proteinas nucleolares (entre elas a fibrilarina) seriam translocadas para o
CB pois, ap6s o término da divisdo meibdtica, o nucléolo que se reorganiza no
nucleo das espermatides iniciais possui uma area menor, devido a fatores
como reducdo do nimero de RONSs e reducdo da atividade sintética da célula.
Por isso, essas proteinas excedentes ndo seriam necessarias para a
reorganizagédo da arquitetura nucleolar, sendo encaminhadas para o CB para
serem degradadas pelos componentes proteossomicos dessa estrutura. Se
essa hipotese for verdadeira, a fibrilarina deveré ser observada em associagédo
fisica com esses componentes proteossdmicos, como DNAse, RNAse,
Ubiquitina ou HSP70.

Hipotese 2: Com a fragmentagdo 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 modificacdes poés-

transcricionais de RNAm que seréo utilizados no processo de espermiogénese
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e que haviam sido transcritos no inicio da divisdo meidtica e
armazenados/silenciados no CB, para que sejam traduzidos na etapa final da
diferenciac@o das espermatides em espermatozéides. Como a fibrilarina é uma
proteina que age no metabolismo de RNAr, quando localizada no CB esta
proteina poderia estar fisicamente associada com outros componentes que
realizam o controle metabdlico pés-transcricional de RNAm armazenados no

CB, como as proteinas MVH, MIWI ou Dicer.
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3. Objetivo geral

O objetivo geral da presente proposta foi analisar a variagdo da
expressdo da proteina nucleolar fibrilarina nas células do epitélio germinativo
de roedores em diferentes estagios do ciclo espermatogénico. Também foi
objetivo do presente trabalho detectar se a proteina nucleolar fibrilarina
apresenta relagdo com a formagdo dos CBs de esperméatides iniciais, e se
nesta relagdo a fibrilarina estaria mais associada com componentes de

degradacdo ou com componentes de metabolismo ativo no CB.

3.1. Objetivos especificos

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

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

-Aplicagdo de técnicas de imunofluorescéncia para detecgéo da proteina
nucleolar fibrilarina, bem como de proteinas que sdo componentes moleculares
de CBs (MIWI e HSP70), identificando possiveis intera¢cdes que a proteina
nucleolar fibrilarina pode apresentar com alguns dos componentes moleculares

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

-Aplicacdo de técnicas de co-imunoprecipitagdo de proteinas para
confirmacédo de resultados obtidos pela imunofluorescéncia (co-localizagéo) e
para deteccdo da interacédo fisica entre a proteina nucleolar fibrilarina com os

marcadores de CBs utilizados no presente trabalho (MIWI e HSP70).

- Aplicacédo de técnicas de Western Blot para detectar a expresséo da
proteina nucleolar fibrilarina, da proteina MIWI e da proteina HSP70 em
diferentes estagios do ciclo espermatogénico de tubulos seminiferos (I-lll; IV-
VI; VII-IX; X-XI1).
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4. Material e Métodos

Foram utilizados 15 camundongos machos (Mus musculus) com idade
entre 4 a 6 meses, que foram fornecidos pelo Biotério da Universidade do
Sagrado Coragcédo (USC). Durante os experimentos 0S animais receberam
cuidados de acordo com as Diretrizes Brasileiras Para o Cuidado e a Utilizagao
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 racao 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 barbitdricos e mortos por
deslocamento cervical (Figura 1).

Todos os procedimentos que foram utilizados estdo de acordo com as
Diretrizes da Préatica de Eutanasia do CONCEA (2013). Apés a obtencédo dos
tibulos seminiferos os mesmos foram separados de acordo com os estagios
do ciclo espermatogénico determinados pela observacdo em microscopio de
transluminescéncia (KOTAJA et al., 2004) (Figura 2 e Figura 3).

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).
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Figura 1: Etapas do procedimento cirargico. (a) Animal em decubito dorsal.
(b) Animal em decubito dorsal com a cavidade abdominal exposta, destacando
o testiculo direito envolto por gordura (seta). (c) Animal em decubito dorsal com
a cavidade abdominal exposta e com os dois testiculos isolados (setas). (d)
Testiculos isolados na placa de Petri com capsula.

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 2: Descricdo do procedimento. (a) Testiculos isolados em placa de
Petri com cépsula. (b) Testiculos isolados em placa de Petri com capsula e
sem capsula (setas), com tubulos seminiferos dispersados. (c) Estagios
especificos de desenvolvimento dos tubulos seminiferos diferenciados de
acordo com o padrdo de sombras produzida pela transluminescéncia. (d)
Separacdo dos tubulos seminiferos em estagios especificos de
desenvolvimento.

Fonte: (a) e (b): Elaborada pela autora. (c) e (d): Adaptado de KOTAJA et al.,
2004.
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Figura 3: Descricdo dos estagios do ciclo espermatogénico de
camundongos. Estagio I-lll tem uma cor clara, pois é o estadgio onde as
células sao indiferenciadas; Estagio IV-VI possui uma cor mais intensa que a
do anterior e € 0 de maior interesse para o presente estudo pois é onde o CB
esta com funcdo mais ativa (quadros); Estagio VII-IX € o de cor mais intensa,
no qual corresponde a maturacdo do espermatozéide; Estagio X-XIl é onde
ocorre a espermiagao, por isso ndo apresenta coloracgéo.

Fonte: Adaptado de ROOIJ; GROOTEGOED, 1998.

Apos o isolamento dos tubulos seminiferos de acordo com os estagios
do ciclo espermatogénico, os diferentes segmentos foram submetidos as
preparagdes descritas abaixo, com a finalidade de atingir os objetivos
especificos descritos na presente proposta e as analises foram feitas ao
microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse 80i, Nikon Instruments INC), com
camera acoplada QIMAGING Micropublisher 3.3 Cooled, RTV). As analises de
co-localizagéo 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).
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4.1. Squash preparations

As preparagdes foram realizadas segundo o protocolo de Kotaja et al.,
2004. Foram utilizados segmentos de aproximadamente 0,5mm tubulos
seminiferos nos estégios 1V-VI do ciclo espermatogénico. Os segmentos foram
transferidos para uma lamina, juntamente com aproximadamente 15 pl de
PBS1x. Sob esse fragmento, foi colocada uma laminula e realizada pequena
pressdo para que as ceélulas 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, o 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 marcagdes inespecificas foi realizado com
5%BSA/PBS, por 1h em temperatura ambiente. Posteriormente ao bloqueio, as
amostras foram incubadas overnight, a 4°C, com os seguintes anticorpos
primérios: Anti-Fibrillarin [38F3] antibody ab4566, na concentracdo 1:100;
PIWIL1 (N-17): sc-22685, na concentragdo 1:100; HSP 70 (K-20): sc-1060, na
concentragdo 1:100. Apéds a incubacéo, as laminas foram lavadas em PBST e,
0os anticorpos secundérios de interesse, conjugado com diferentes agentes
fluorescentes (Alexa Fluor® 488 F(ab')2 Fragment of Goat Anti-Mouse IgG
(H+L) Antibody, na concentragdo 1:100; Alexa Fluor® 594 Chicken Anti-Goat
IgG (H+L)), na concentracdo 1:50 foram diluidos em 5% BSA/PBS, e a
incubacéo foi feita durante 1 hora, a temperatura ambiente. As laminas foram
lavadas novamente em PBST e, em seguida, o material foi corado com solugéo
DAPI, para marcagdes 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
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80i, Nikon Instruments INC), com camera acoplada QIMAGING Micropublisher
3.3 Cooled, RTV).

4.3. Anélise de co-localizagdo — 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 10 espermétides iniciais onde a co-localizagdo entre fibrilarina
e MIWI foi demonstrada; e 10 espermatides iniciais onde a co-localizacao entre
fibrilarina e HSP70 foi demonstrada, para calculo do coeficiente de co-
localizagéo, de acordo com o coeficiente de Pearson’s (Rr = 1), por meio da

utilizacéo do mesmo software.

4.4 Extracdo de proteinas totais e ImunoBlot

Seguimentos de aproximadamente 0,5mm tdbulos seminiferos em
diferentes estagios do ciclo espermatogénico foram homogeinizados em 300l
de tampéo 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. Apds centrifugacdo, o
sobrenadante foi removido e transferido para novos tubos. A quantificacio das
proteinas totais extraidas foi realizada por espectrofotometria o
espectrofotdmetro NanoDrop 2000® (Thermo Scientific®). As proteinas foram
diluidas em tampdo RIPA com inibidores, para homogeinizagdo das
quantidades, e em seguida diluidas em 4x Laemmlli Buffer e armazenadas a -
20°C até o momento do uso.

Para a realizagdo do imunoblot, cerca de 25ug de extrato de proteinas
foram separadas em gel 10% SDS-poliacrilamida e transferidas para uma
membrana de polivinilideno 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 bloqueio de marcacoes
inespecificas. Apés incubacdo, as membranas foram novamente lavadas em
PBST e incubadas com anticorpos primérios Anti-Fibrillarin [38F3] antibody
ab4566 1:100; PIWIL1 (N-17): sc-22685 1:100; HSP 70 (K-20): sc-1060 1:100;
e anti-a-tubulina (T5168) (Sigma Aldrich) 1:10000 diluidos em leite desnatado
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5%/PBST, e incubadas a 4°C, overnight. Apdés incubagdo com anticorpo
primario as membranas foram novamente lavadas em PBST e, em seguida,
incubadas com anticorpos secundéarios (HRP Rabbit anti-mouse-Invitrogen
616520; donkey anti-goat 1gG-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.

4.5 Co-imunoprecipitagdo de proteina (Co-IPP)

Para os ensaios de co-imunoprecipitagdo, lisados de tubulos seminiferos
totais (1 ou 2 testiculos/ensaio), foram incubados overnight a 4°C com
anticorpo de imunoprecipitagdo (IP) de interesse (Fibrillarin (F-6): sc-166000).
ApoOs a incubacdo foram adicionados 30pl-60 pl de proteina G agarose ao
lisado (Protein G PLUS-Agarose: sc-2002), e as mesmas foram deixadas em
rotacado a temperatura ambiente por 2h. Apds esta incubagéo os lisados foram
centrifugados e as beads de proteina G presentes no pellet foram lavadas 3x
em RIPA Buffer com inibidores e diluidas em 4x Laemmilli Buffer. O lisado total
inicial foi utilizado com controle da reagdo, o sobrenadante obtido apds o
tratamento com as beads de proteina G foi utilizado como input da reacéo, e as
proteinas presentes no pellet de beads de proteina G foram detectadas para
verificagdo da Co-IPP. Em seguida foi realizado o imunobloting para detecgao
de quais proteinas que estdo sendo analisadas se co-imunoprecipitaram com o
anticorpo de IP utilizado. O imunobloting foi realizado de acordo com o descrito
anteriormente, sendo utilizados o0s seguintes anticorpos primarios Anti-
Fibrillarin [38F3] antibody ab4566, na concentragédo 1:100; PIWIL1 (N-17): sc-
22685, na concentracdo 1:100; HSP 70 (K-20): sc-1060, na concentracéo
1:100; Fibrillarin (F-6): sc-166000, na concentracdo 1:100; e os seguintes
anticorpos secundarios: HRP Rabbit anti-mouse Invitrogen 616520, na
concentragcdo 1:4000; donkey anti-goat IgG-HRP: sc-2020, na concentracéo
1:500.
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5. Resultados

5.1. Expresséao da proteina nucleolar fibrilarina

Por meio da técnica de Western blot objetivamos detectar a expresséo
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 expresséo de fibrilarina nos estagios I-ll e X-XII
(Figura 4). Adicionalmente, também foi testada a expressdo da proteina MIWI
nos diferentes estagios do ciclo espermatogénico. MIWI apresenta-se mais
expressa nos estagios I-ll, 1V-VI e no testiculo total, tendo sua expresséo
parcialmente reduzida nos demais estagios (Figura 4). Ao checar a expressao
de HSP70 nos diferentes estagios do ciclo espermatogénico, observa-se que
HSP70 esté altamente expressa nos estagios IV-VI e VII-I1X, que sua expressao
é reduzida no estagio X-XIl, e que ha uma auséncia da expressdo de HSP70
no estagio I-1ll (Figura 4). A proteina tubulina foi utilizada como controle da
reacao.

Por meio de andlise de imunofluorescéncia em tubulos seminiferos no
estagio IV-VI do ciclo espermatogénico foi possivel acompanhar a expressédo
da fibrilarina nos diferentes tipos celulares que compde esse estagio. Em
espermatogdnias foi possivel observar um Unico e grande nucléolo central com
fibrilarina amplamente expressa no CFD (componente fibrilar denso) dos
nucléolos (Figura 5). Em espermatdcitos primarios observamos pequenas
marcagoes de fibrilarina na periferia do DNA, demonstrando a desorganizagéo
nucleolar nesta etapa da divisdo e distribuicdo da fibrilarina pelo citoplasma
celular (Figura 5). Em espermatides iniciais pode-se observar pequenas
marcacdes de fibrilarina em posicdes centrais e periféricas do nudcleo. As
marcacdes periféricas frequentemente fazem contato com a membrana nuclear
(Figura 5).

5.2. Co-localizagao entre Fibrilarina e componentes do CB

A técnica de imunofluorescéncia foi realizada, co-localizando as
proteinas Fibrilarina e MIWI, bem como as proteinas Fibrilarina e HSP70
(Figuras 6 e 7). Os resultados obtidos podem ser resumidos da seguinte

maneira: 1) Fibrilarina foi detectada no nucléolo de espermatides iniciais pos-
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meidticas, porém também foi parcialmente localizada em associagdo com o
chromatoid body (CB) (Figuras 5 e 6); 2) MIWI e Fibrilarina se co-localizaram,
pois ambas foram detectadas no CB ou proximas a ele (Figuras 6 e 7); 3)
HSP70 se apresentou difusa no citoplasma, portanto se tornou mais dificil
observar sua concentracdo no CB. Entretanto, nas células onde HSP70 foi
observada concentrada no CB, também foi possivel observar uma associagédo
com a fibrilarina citoplasmatica (Figuras 6 e 7). Com isso nenhuma das duas
hipéteses citadas na justificativa deste trabalho foi, até 0 momento, descartada.

Para obtencdo de dados mais precisos sobre a co-localizagdo entre as
imunomarcagfes foi utilizada a andlise do Coeficiente de Pearson’s, e 0s
resultados estdo representados na Tabela 1. Analisando os dados obtidos
notamos que tanto o coeficiente de Pearson’'s da relagdo MIWI:Fibrilarina
quanto da relagdo HSP70:Fibrilarina foram superior a 50%, com a interagéo
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-localizagdo com
MIWI foi muito proximo 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.

Por meio das observagdes realizadas propfe-se um modelo
esquematico para representar a interagdo existente entre importantes

componentes do CB e a proteina nucleolar Fibrilarina (Figura 8).

5.3. Co-imunoprecipitagcao entre Fibrilarina e componentes do CB

Foram realizados 5 experimentos onde utilizou-se o anticorpo Fibrilarina
para deteccédo de MIWI e/ou HSP70 no precipitado (Figura 9). A eficiéncia da
técnica de Co-IPP pode ser comprovada pela grande concentragdo de
fibrilarina no precipitado e pela reducdo da concentragcdo desta proteina no
input (Figura 9). Com relacdo as proteinas de interesse ndo foi possivel
identificar a proteina HSP70 no precipitado da Co-IPP, sendo que a
concentracdo desta proteina continuou muito intensa no input (Figura 9). Ja
com a proteina MIWI também foi detectado uma alta concentragdo da mesma

no input, porém foi possivel detectar uma pequena marcagéo desta proteina no
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precipitado (Co-IPP), o que sugere uma possivel associacao fisica entre MIWI
e Fibrilarina.

Ciclos espermatogénicos

I-11l IV-Vi VI-IX X=Xl Total

Fibrilarina (34kD)

MIWI (80kD)

HSP70 (70kD)

Tubulina (50kD)

Figura 4: 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-lll; IV-VI; VII-IX; X-XII).
Proteinas totais do tecido testicular total (Total Protein) e a deteccdo da
expressao de tubulina foram utilizadas como controle da técnica.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5: Detecgdo por imunofluorescéncia da distribuicdo da proteina

nucleolar fibrilarina em células de tabulos seminiferos no estagio IV-VI do ciclo
espermatogénico: espermatogbnias (Coluna 1); espermatdcitos primarios
(Coluna 2); e espermétides iniciais (Coluna 3).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 6: Deteccdo por imunofluorescéncia das proteinas Fibrilarina, HSP70 e
MIWI (setas) em tdbulos seminiferos no estdgio IV-VI do ciclo
espermatogénico.

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 7: Detecg¢do por imunofluorescéncia da co-localizagdo das proteinas
Fibrilarina e MIWI (seta); e Fibrilarina e HSP70 (seta) em tdbulos seminiferos
no estagio IV-VI do ciclo espermatogénico.

Fonte: Elaborada pela autora.

L Namero por Coeficiente de Resultados por
Co-localizagéo i
células (n) Pearson canal
Ki: 1.860
Fibrilarina:MIWI 10 Rr: 0.559314
Ko: 0.584
Ki: 1.593
Fibrilarina:HSP70 10 Rr: 0.613395
Ks: 0.593

Tabela 1: Valores do coeficiente de Pearson’s obtido na andlise de co-
localizacdo de imunofluorescéncias entre as proteinas Fibrilarina:MIWI (n=10
células) e Fibrilarina:HSP70 (n=10 células), realizadas em squah preparations
em segmentos de tubulos seminiferos nos estagios [V-VI do ciclo
espermatogénico. K1: Influéncia do canal vermelho (MIWI ou HSP70) sobre o
coeficiente de sobreposigéo; K2: Influéncia do canal verde (Fibrilarina) sobre o
coeficiente de sobreposicéo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 8: Representacdo esquematica da interacdo detectada por
imunofluorescéncia entre a proteina nucleolar fibrilarina (verde) e componentes
do CB (MIWI ou HSP70 — vermelho) em espermatides iniciais de tubulos
seminiferos no estagio IV-VI do ciclo espermatogénico. A fibrilarina é
frequentemente observada em marcagdes nucleares centrais, no nucléolo (Nu)
geralmente associada com heterocromatina nucleolar (Ht). Porém também é
possivel observar com relativa frequéncia marcacfes na periferia nuclear em
regibes que adjacentes ao CB. Na maioria das vezes essa marcagdo de
fibrilarina que faz contato com o CB encontra-se no nucleo, porém também foi
possivel observar algumas marca¢des de fibrilarina citoplasmatica em intimo
contato com o CB. Em microscopia de fluorescéncia essa identificacdo de
proximidade e/ou co-localizagéo pode somente identificar estruturas que estéo
a 200nm ou mais de distancia o que torna dificil afirmar, por esta técnica, o real
grau de interag&o entre estes componentes.

Fonte: Elaborada pela autora.
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a c
Co-IPP Co-IPP
- ..- o ..-
Fibrillarin : Fibrillarin Fibrillarin : Fibrillarin
b d
Co- IPP Co-IPP
75KD A e
Fibrillarin : MIWI Fibrillarin : HSP70

Figura 9: Experimentos de CO-IPP com fibrilarina para deteccéo de Fibrilarina
(34kD) (Fibrillarin/Fibrillarin) (a) e para deteccdo de MIWI (80 kD)
(Fibrillarin/Miwi) (b) e experimentos de CO-IPP com fibrilarina para detectar
fibrilarina (34kD) (Fibrillarin/Fibrillarin) (c) e para detectar HSP70 (70 kD)
(Fibrillarin/HSP70) (D), no controle (TP), input (1), e precipitado (Co-IPP).

Fonte: Elaborada pela autora.
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6. Discussao

O chromatoid body (CB) é uma estrutura citoplasmatica de células
germinativas masculinas cuja principal funcédo esta relacionada com o estoque
de RNA e proteinas para a diferenciagdo final dos espermatozoides
(SODERSTROM; PARVINEN, 1976; SAUNDERS et al., 1992). Os CBs sdo
localizados nas células germinativas, desde o inicio da gametogénese
masculina e persistem ao longo de toda a vida do adulto (MAHOWALD, 2001).
Analises realizadas durante a espermatogénese de camundongos relataram a
presenca de CB perto das vesiculas do aparelho de Golgi. Também s&o
observados na mesma posicdo em espermétides finais, o que nos permite
entender que o CB pode auxiliar na formacdo da cauda do espermatozoide
(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 divisao meibtica (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 protéico utilizada pelos CBs (MEIKAR et al., 2014), a
comparagao entre fisiologia nucleolar e a fisiologia dos CBs durante a
espermatogénese faz-se ainda mais necessaria.

Por meio de andlises de Western blot, no presente trabalho, pode-se
detectar uma alta expressdo das proteinas Fibrilarina, HSP70 e MIWI no
estagio IV-VI do ciclo espermatogénico, estagio esse que contém um grande
namero de espermatides iniciais (CLERMONT, 1972; ROOIJ; GROOTEGOED,
1998), que sdo as células onde o CB se encontra completamente formado e
exercendo suas fungdes de maneira mais efetiva (KOTAJA; SASSONE-CORSI,
2007). A Fibrilarina € uma proteina que faz parte do complexo box C/D and
H/ACA snoRNP do nucléolo, que é um complexo responsavel pelo
processamento de pré-RNAr por meio de modificacdes pos-transcricionais,
metilagédo-2'-O e pseudouridilagdo (MORIMOTO; BOERKOEL, 2013; BIZARRO
et al., 2014). Proteinas PIWI (uma familia de proteinas que contém outros trés
genes: Miwi, Mili e Miwi2) desempenham papéis essenciais e fundamentais no

desenvolvimento das células da linhagem germinativa, incluindo a manutengéo
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de células-tronco da linha germinativa e meiose (CHENG et al., 2014). 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 méveis do genoma das células da linhagem
reprodutora (ENDER; MEISTER, 2010). Proteinas membros da familia
Argonauta sdo conhecidas por participarem de processos de repressdo da
expressdo génica por meio da regulagcdo da estabilidade do RNAm e/ou da
traducdo, via miRNAs e piRNAs (ENDER; MEISTER, 2010). A maioria das
proteinas relacionadas com MIWI/piRNA presentes no CB tem sido apontadas
com tem um papel ativo no controle da programagdo epigenética, no
silenciamento de transposons, na integridade do DNA da linhagem germinativa,
na diferenciagdo das células da linhagem germinativa, bem como, na
manutencdo das ceélulas tronco gametogénicas (revisado por KLOC et al.,
2013). As Heat Shock Proteins (HSPs) s8o 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 funcéo basica das HSPs é reconhecer
seletivamente proteinas em sua conformacdo ndo nativa. A funcdo destas
chaperones na compactagdo correta de proteinas ja estd bem estabelecida.
Porém, as chaperones também participam dos processos de degradacdo
terminal de proteinas fora de sua conformacdo original, facilitando o
reconhecimento da maquinaria de ubiquitinacdo 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 reativacdo da atividade nucleolar (PERUQUETTI et
al., 2012b); de participagdo do CB na reativacdo da atividade
transcricional/traducional celular (KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007); e,
também, na degradagdo proteossomica (HARAGUCHI et al., 2005) sé&o
fortemente desempenhados nas células que comp&e o estagio IV-VI do ciclo
espermatogénico, nossos resultados estdo de acordo com os dados da
literatura. A distribuicdo a fibrilarina pelas células do epitélio germinativo

(espermatogbnias, espermatécitos | e espermatides iniciais) de tubulos
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seminiferos no referido estagio do ciclo espermatogénico seguiu o padrdo do
ciclo nucleolar sumarizado por Peruquetti e Azeredo-Oliveira (2013),
confirmando o padrdo do ciclo nucleolar durante a espermatogénese de
mamiferos e indicando que a marcacgdo de fibrilarina observada no presente
trabalho foi extremamente especifica.

No presente trabalho foi demonstrada, por meio de técnicas de
imunofluorescéncia, a distribuicdo da proteina nucleolar fibrilarina em
espermétides iniciais (p6s-mei6ticas) bem como sua co-localizagdo com duas
proteinas que estdo localizadas no CB, destas mesmas células, e que
desempenham fungdes diferenciadas nesta estrutura. Os marcadores de CB
utilizados foram: (1) MIWI que desempenha um papel no controle das
modificacdes pos-transcricionais de RNAm transcritos no inicio da divisdo
meidtica e armazenados/silenciados no CB, para que sejam traduzidos na
etapa final da diferenciacdo das espermatides em espermatozdides (DENG;
LIN, 2002) e ; (2) HSP70 que age como um componente proteossémico 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 organizagédo 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 remo¢do dos danos
celulares induzidos pelo envelhecimento (UNAL et al., 2011), sendo possivel
que a fibrilarina nucleolar possa ser translocada para o CB durante esse
processo.

Na tentativa de elucidar as possiveis fungbes desempenhadas pela
fibrilarina para a manutengcdo da fisiologia do CB a co-localizagcdo entre
fibrilarina e as proteina MIWI e HSP70 (marcadores de CB) foi testada, sendo
testadas desta maneira as duas hipéteses iniciais do presente trabalho. Nas
andlises das imunomarcagdes por fluorescéncia a fibrilarina se co-localizou
parcialmente com as duas proteinas testadas, comprovando sua relagdo com o

CB mas impossibilitando a aceitagdo ou a rejeicdo das hipoteses propostas no
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trabalho. Para que as andlises fossem realizadas de forma com que o resultado
ficasse mais confiavel, ou seja, por meio de realizagdo 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 € uma medida do grau de relacdo linear entre
duas variaveis quantitativas (ZAR, 1999). Este coeficiente varia entre 0s
valores -1 e 1. O valor 0 (zero) significa que ndo ha relacéo linear, o valor 1
indica uma relacéo linear perfeita e o valor -1 também indica uma relacao linear
perfeita mas inversa, ou seja quando uma das varidveis aumenta a outra
diminui (ZAR, 1999). Quanto mais proximo estiver de 1 ou -1, mais forte € a
associacdo linear entre as duas varidveis. No presente trabalho obtivemos um
coeficiente de Pearson’s de 0,559314 para a co-localizagdo entre fibrilarina e
MIWI e de 0,613395 para a co-localizacdo entre fibrilarina e HSP70. Analisando
os dados obtidos, notamos que tanto o coeficiente de Pearson’s da relagéo
MIWI:Fibrilarina quanto da relacdo HSP70:Fibrilarina foram superior a 50%,
com a interacao Fibrilarina:HSP70 sendo uma pouco maior.

Apesar de serem informativos esses resultados de co-localizagéo
obtidos no presente trabalho devem ser considerados com cautela. E preciso
levar em consideragéo que a formag¢é&o da imagem na microscopia de luz, mais
precisamente na microscopia widefield utilizada no presente trabalho, ocorre
por uma combinac¢éo da difragcdo da luz na amostra, pela interferéncia desses
raios de luz sobre a amostra e pela captura desses raios refletidos pela lente
objetiva utilizada. O limite de resolugdo maximo que uma objetiva com 1.4NA
reside em distinguir objetos que estdo a no maximo 222nm de distancia, de
outra maneira esses objetos somente seriam evidenciados como um objeto
Unico (VERDAASDONK et al., 2014).

Como as co-localizagbes observadas no presente trabalho foram
parciais, isso significa que a localizacéo de fibrilarina e de MIWI/HSP70 pode
representar pontos a 200nm de distancia ou mais, nas células analisadas.
Como ja destacado, a fibrilarina, que tem participacdo ativa na biogénese do
ribossomo atuando nas modificagbes e processamentos de pré- rRNA
(UESHIMA et al., 2013), parece migrar até o citoplasma passando a fazer parte
da constituicdo molecular do CB (PERUQUETTI et al., 2012b), sendo que

neste processo a fibrilarina poderia desempenhar um papel no processamento
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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 degradagdo proteossomica, como por exemplo antes da
ubiquitinagéo e durante o seu silenciamento (SHIBER et al., 2014). Levando
em consideragdo que os resultados aqui apresentados trardo importantes
esclarecimentos sobre o possivel papel da fibrilarina durante a meiose, esse
viés sobre a real co-localizagdo entre os componentes testados neste trabalho
deve ser minimizado.

Para comprovar as analises de co-localizacdo foram realizados
experimentos de Co-IPP para detectar a interagéo fisica entre fibrilarina e as
proteinas de interesse testadas no presente trabalho (MIWI e HSP70). A partir
dessas precipitagdes, pudemos observar que houve uma interagdo mais
evidente entre Fibrilarina/MIWI, indicando que a fibrilarina se associa mais a
proteina MIWI, podendo desempenhar um papel ativo no metabolismo de
RNAs que ocorre no interior desta organela (MEIKAR et al., 2014). Como MIWI
€ expressa em células germinativas masculinas e crescentes evidéncias
indicam que a familia de proteinas PIWI influenciam o desenvolvimento da
linha germinativa e na determinagdo da manutencdo da célula para a
espermatogénese, em varios grupos animais (CHENG et al., 2014), é possivel
que ao associar-se com MIWI Fibrilarina possa participar de processos de
metabolismo de RNAs durante a espermiogénese.

MIWI, como ja destacado, € um membro da familia de proteinas
Argonauta e expresso especificamente em células da linhagem germinativa,
além de possuir um papel no silenciamento de RNAm citoplasmaticos mediado
por pequenos RNAS (piRNA) também parece possuir um papel na regulagcédo
da transcricdo nuclear. Estudos demonstraram que a metilagdo de alguns
genes especificos é Dicer e Argonauta-dependente e vinculado a metilagdo da
lisina 9 da histona H3 (H3K9) (ENDER; MEISTER, 2010). Metilagdo de DNA e
modificagdes de histonas sdo eventos que regulam a transcrigdo tanto de
RNAmM quanto de RNAr. E interessante observar que a orientacdo da
organizagdo dos territdrios cromossGmicos nucleares sempre privilegia que os
genes ativos eucromaticos sejam distribuidos na regido central do nucleo, em

regibes periféricas ao nucléolo interfasico. Esse fato evidencia que além de
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regular a transcricdo de RNAr os compartimentos nucleolares podem estar
ligados ao controle da transcricdo e splicing de genes nédo ribossomais a ele
associados (BARTOVA et al., 2010). A integridade do nucléolo é mantida pelo
estado epigenético dos genes RNAr, dado principalmente pela acao de
enzimas modificadoras de histonas e por DNA metiltransferase, que agem
simultaneamente em complexos de remodelamento de cromatina envolvidos na
sintese de RNAr (BARTOVA et al., 2010). Como exemplo da importancia de
eventos epigenéticos para a organizagdo estrutural do nucléolo podemos citar
experimentos onde o silenciamento do gene Dnmtl (DNA metiltransferase 1)
reduziu os niveis de metilacdo e aumento os niveis de acetilacdo em genes
RNAr, principalmente na lisina 16 da histona H4 (H4K16), o que reduziu o nivel
de recrutamento da deacetilace de histona NAD® dependente (SIRT1) e
culminou com a desorganizagdo dos compartimentos nucleolares, com
disperséo de proteinas nucleolares como a fibrilarina e pKi-67 (ESPADA et al.,
2007; HARNICAROVA et al., 2006; KREJCI et al., 2008). Portanto, é provavel
que a associacdo entre MIWI e Fibrilarina possa estar relacionada com a
atuacdo destas duas proteinas em eventos relacionados a modificagBes
epigenéticas que regulam a transcricdo de RNAmM e RNAr em células da
linhagem germinativa masculina, controlando portanto dois eventos importantes
para a diferenciagdo dos espermatozoides, que séo a formagéo do CB e o ciclo

nucleolar.
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7. Consideragdes Finais

Desta maneira, podemos concluir que a proteina nucleolar fibrilarina tem
participagdo nas atividades fisioldgicas desempenhadas pelo CB, estando em
maior associagdo com componentes do CB que possuem papel no
metabolismo de RNAs (como por exemplo, a proteina MIWI). Porém, para
caracterizagdo detalhada da via de integragdo entre estes componentes de
dois compartimentos subcelulares distintos serdo necessarios experimentos
especificos. Portanto, as conclusées do presente trabalho nos permitem aceitar
a 22 hipotese, em que a fibrilarina se associa com o CB para ter um papel no
metabolismo de RNAs, se associando a MIWI, apresentada na justificativa e
rejeitar a 12 hipotese, que consiste na fibrilarina se associar com o CB para ser

degradada, se associando a HSP70.
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