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RESUMO

A espermatogénese € 0 processo para a formacdo dos espermatozoides e ocorre na
puberdade masculina, nessa fase as células germinativas masculinas passam por diversas
modificacdes celulares com base na sua morfologia e no seu aspecto bioquimico, ou seja, essas
células sofrem varias divisdes meioticas até se tornarem espermatozoides maduros. Ao decorrer
da espermatogénese pode ser identificado a formacdo de uma organela citoplasmatica
conhecida como chromatoid body, da qual executa papéis de extrema importancia para a
formacdo dos espermatozoides, como a regulacdo do RNA mensageiro, o controle de expressao
génica por pequenos RNAs e a comunicacdo celular entre as espermatides redondas. Foi
constatado que na formacdo de chormatoid bodies em camundongos BMAL1 KO né&o
expressam a proteina BMAL1, de extrema importancia para a determinagéo do ciclo circadiano.
Este ciclo tem a funcdo de controlar a homeostasia do organismo e a perda de sua consisténcia
estd altamente relacionado com o envelhecimento, pois essa fase esta diretamente associada
com as alteracdes fisiologicas que ocorrem no organismo, como por um exemplo na fertilidade
masculina. Para a execucdo do presente trabalho foram utilizados tubulos seminiferos
provenientes de: 16 camundongos machos da linhagem Swiss BMAL1 WT e 15 camundongos
machos da linhagem Swiss BMAL1 KO, divididos em grupos de acordo com a idade: jovens,
adultos e velhos. Nos resultados foi possivel observar a presenca das estruturas citoplasmaticas
masculinas, os chromatoid bodies, em microscopia eletronica de transmissdo, havendo uma
Unica lamina para cada faixa etaria de uma determinada espécie em diversos estagios do
desenvolvimento. Portanto, essa analise possibilitou concluir que nos camundongos WT
adultos o CB ocorre com a morfologia esperada e nos velhos observa-se certa desorganizacao,
ja nos camundongos KO essa desorganizacao estrutural do CB é observada ja no citoplasma
das espermatides dos animais adultos, sendo que nos velhos a desorganizacdo é quase total,
deixando evidente que a proteina BMALL1 é essencial para o processo de organizacdo dos CBs

e sua auséncia pode levar o comprometimento dessa estrutura ao decorrer do desenvolvimento.

Palavras-chave: espermatogénese, chromatoid body, ciclo circadiano e

envelhecimento.



ABSTRACT

The spermatogenesis is a process for sperms formation, and it occurs in male puberty,
in this phase the male germ cells go through various cell modifications based on their
morphology and their biochemical aspect, meaning, these cells suffer diverse meiotic divisions
until they became mature sperms. During spermatogenesis it can be identified the formation of
a cytoplasmic organelle, known as chromatoid body, which executes a role of extreme
importance for the formation of the sperms, like the regulation of the messenger RNA, the gene
expression’s control for small RNAs and the cell communication between the round spermatids.
It was verified that on the chromatoid bodies formation in BMALI Ko rats it doesn’t express
the BMALL1 protein, of extreme importance for the determination of the circadian rhythm. This
rhythm has the function of controlling the organism homeostasis and the loss of its consistency
is highly related to aging, because this phase is directly associated to physical changes that
happens in the organism, for example in the male fertility. To the execution of the current study,
It was used seminiferous tubules from: 16 male rats of the Swiss BMAL1 WT lineage and 15
male rats of the BMAL1 KO lineage, divided in groups according with the age: young, adult
and old. On the results it was possible observing the presence of male cytoplasmic structures,
the chromatoid bodies, in electron microscopy transmission, having a single slide for each age
group of a certain species in various development stages. Therefore, this analysis enables
concluding that on the WT adult rats the CB occurs with the expected morphology and on the
old ones it’s noticed this certain disorganization, whereas on the KO rats this structural
disorganization of CB is early noticed on the cytoplasm of the adult animals’ spermatids, when
on the old ones this disorganization is almost complete, making it evident that the BMAL1
protein is essential for the CBs organization progress and its absence can lead to the

commitment of this structure during its development.

Keywords: spermatogenesis, chromatoid body, circadian rhythm, and aging.
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1 INTRODUCAO DO PROJETO DE PESQUISA

1.1 ESPERMATOGENESE E CHROMATOID BODY

A espermatogénese € a fase para a formacédo dos espermatozoides e possui como células
iniciais as espermatogdnias. O inicio desta fase ocorre na puberdade masculina, quando o
namero de espermatogdnias aumentam e sofrem diversas divisdes mit6ticas, se transformando
entdo em espermatdcitos primarios. Logo apds essa primeira divisao, as células s6 sofrerdo
divisbes meibticas — divisdo exclusiva de células germinativas - da qual é responsavel por
reduzir o namero de cromossomos pela metade e originar células haploides, até que se tornem
espermatozoides maduros (MOORE & PERSAUD, 1995).

As espermatogonias sdo encontradas no 6rgdo sexual masculino, mais precisamente nos
testiculos, dos quais é subdividido em compartimento intertubular e tubular. A divisdo
intertubular € composta em sua maioria por células de Leyding, das quais possuem a importante
funcdo de secretar o hormdnio testosterona. Ja divisdo tubular é formada pelos tdbulos
seminiferos, cuja em suas paredes sdo encontradas células germinativas em diversos estagios
de desenvolvimento, aléem das células de Sertoli (MURTA; GOMES; MARTINEZ, 2013).

Estas células germinativas, conhecidas como células de Sertoli, sdo encontradas em
varios pontos da base do tabulo ao lamen, e possuem fungdes que agregam 0 processo da
espermatogénese, como por um exemplo, nutrem as células germinativas no decorrer do seu
desenvolvimento (HESS, 1999).

De acordo com Sharma e Agarwal (2011), essa fase € iniciada atraves dos controles
hormonais provenientes do hipotdlamo, uma importante regido no diencéfalo que possui a
funcdo de homeostasia entre o sistema nervoso e o sistema enddcrino. O principal horménio
liberado por essa regido, € o horménio liberador de gonadotrofina, mais conhecido também
como GnRH, do qual estimula a adeno-hipofise — parte anterior da glandula hipéfise - a liberar
0 horménio foliculo estimulante (FSH) que ira agir nos testiculos impulsionando a proliferacéo
das células de Sertoli.

Em alguns vertebrados como passaros e mamiferos, é um processo que ocorre dentro do
tecido germinativo, que pode ser organizado na forma de estruturas tubulares chamados de
tubulos seminiferos que estd armazenado dentro dos testiculos (PERUQUETTI; ORCINI,
2018).

Uma caracteristica importante tipica da espermatogénese é a presenca de uma estrutura

citoplasmatica nos gametas masculinos, conhecida como chromatoid body (CB). Esta organela
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é observada no citoplasma de espermatdcitos primarios na profase | da meiose, mais
precisamente no estagio tardio do paquiteno e durante o inicio da espermatogénese € visto
préximo ao complexo de Golgi (PARVINEN 2005).

Segundo o estudo de Peruquetti (2009), ainda existem muitas incertezas sobre qual é a
verdadeira fun¢do do CB e qual seria a sua real origem. No estudo, € proposto que esta organela
se origina, possivelmente, de um material presente no nucléolo do qual migra para o citoplasma
formando pequenas “nuages” que se unem fortemente umas as outras, e outra proposta seria
que, o CB ¢ oriundo de um material existente entre um aglomerado de mitocondrias presentes
nas células germinativas.

Contudo Peruquetti (2015) realizou um estudo onde foi concluido que o CB executa
papéis de extrema importancia nos passos para a geracdo dos espermatozoides, como a
regulacdo do RNA mensageiro, o controle do gene por pequenos RNAs e a comunicacgéo celular
entre as espermatides redondas. Além do mais, com o uso de técnicas histoquimicas, foi
identificado a presenca de inUmeras proteinas no CB, alem de miRNA, piRNA e mRNA.

Foi constatado que na formacao dos chromatoid bodies em camundongos BMAL1 KO,
duas proteinas transientes (CLOCK E BMALL), possuem distribuicdo intrigante durante a
espermatogénese, das quais se alojam em CBs. Além do mais, observaram que 0s animais cujo
sofreram um bloqueio da proteina BMALL, tiveram alteracdes morfoldgicas em seus CBs
(PERUQUETTI; DE MATEO; SASSONE-CORSI, 2012).

1.2 CICLO CIRCADIANO E ENVELHECIEMNTO

Existem ritmos biolégicos que sdo controlados por sincronizadores externos, como a
luz, a alimentacao e entre outros. Esses ritmos variam em torno de vinte e quatro horas, do qual
ocorrem fendmenos fisioldgicos, bioquimicos e até mesmo comportamentais que Sao essenciais
para a nossa sobrevivéncia. O evento descrito € mais conhecido como ciclo circadiano ou ritmo
circadiano (PEREIRA; TUFIK; PEDRAZZOLLI, 2008).

Vitaterna et. al (2001) relata que, os ciclos circadianos sdo controlados pelas proteinas,
CLOCK (circadian locomotor output cycle proteins kaput) e BMALL (brain and muscle ARNT-
Like 1), que foram descobertas através de uma experiéncia, no qual camundongos foram
submetidos a agentes mutagénicos, resultando assim em uma mudanga no ritmo circadiano

desses animais, ou seja, descontrolando as proteinas em questéo.
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Os mesmos autores citam que, no cruzamento entre esses camundongos mutantes, foi
notado que a modificacdo estava localizada em um gene, cujo poderia ser responsavel por
equilibrar o comportamento circadiano, este gene é denominado CLOCK. Apds a descoberta
do primeiro gene, foi também evidenciado o gene BMAL1 que faz parte da temporizacdo de
mamiferos, isto €, na regulagdo dos ritmos circadianos, da temperatura e da secre¢do hormonal.

Este ciclo colabora no controle homeostatico, do qual comanda diversas acbes
fisioldgicas e metabolicas, com isso é altamente associado a varias doengas como diabetes tipo
dois, distirbios de sono e alimentares, Alzheimer, obesidade e distirbios psiquiatricos. E
notado que a perda de consisténcia do ciclo circadiano, esta relacionado com as caracteristicas
do envelhecimento e € destacado eventos durante o ritmo que estdo relacionados com o
metabolismo de lipideos, a sensibilidade a insulina, o controle do ciclo celular e o reparo de
DNA, que sdo essenciais para a promocdo de um envelhecimento saudavel (OROZCO;
SASSONE-CORSI, 2014).

Os ritmos circadianos diminuem com o processo de envelhecimento mesmo com a
auséncia de uma patologia, pois o envelhecimento causa uma atenuacdo no controle desses
ciclos, que por sua vez podem afetar na diminuicdo da taxa da atividade celular
(CORNELISSEN; OTSUKA, 2016; OROZCO-SOLIS; SASSONE-CORSI, 2014).

1.3 ENVELHECIMENTO E FERTILIDADE MASCULINA

A evolucdo do envelhecimento é progressiva e a sua gravidade varia de individuo a
individuo, com base nisso é notado que o envelhecimento biologico esta relacionado
diretamente ao envelhecimento organico, ou seja, nas alteracées fisiologicas como a diminui¢édo
da funcionalidade de alguns 6rgdos, podendo chegar até a faléncia completa destes (SANTOS,
2015). O mesmo autor identifica que a fertilidade masculina se mantém ao longo da vida,
contudo ha uma diminuicdo na funcdo, devido as modificacbes no organismo. Uma dessas
modificacdes € a escassez da producdo de testosterona, especialmente apds 0s quarenta e cinco
anos.

O envelhecimento envolve alteracBes neurobioldgicas estruturais, funcionais e
quimicas. Também é de grande influéncia sobre o organismo os fatores ambientais e
socioculturais, como o estilo de vida, alimentagdo e exercicios que sdo relacionados ao

envelhecimento sadio ou patoldgico. A prevencdo primaria para um envelhecimento saudavel
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se refere a atencdo sob o0s riscos ambientais e pessoais que podem desencadear doengas, como
fatores genéticos e idade (SANTOS; ANDRADE; BUENO, 2009).

De acordo com a OMS (2015) o envelhecimento no nivel biol6gico esté relacionado
com a abundéncia de danos moleculares e celulares e esse danos levam a perda gradual nos
processos fisioldgicos do organismo.

Alvarez et al. (2003) evidenciaram que uma determinada geracdo de ratos machos
BMALL1 se apresentam estéreis devido deficiéncias na esteroidogénese. Outro dado interessante
sobre esses modelos bioldgicos é que eles possuem um fenétipo de envelhecimento precoce.
Peruquetti et al. (2012), descreveram as alteracdes morfolégicas que ocorrem no chromatoid
body das espermaétides redondas encontradas nessa geracdo, questionavam se esses defeitos na
organizacdo molecular dos CBs poderiam ser a causa provavel para a infertilidade e, também,
se isso teria alguma relagdo com o processo de envelhecimento precoce.

Contudo, Silva et al. (2012) em suas pesquisas analisaram a possibilidade de a
infertilidade masculina estar de fato relacionada ao envelhecimento, no estudo é destacado que
para 0s homens a producdo de gametas € continua, isto €, acontece ao longo da vida. No entanto
ainda ha davidas em relacdo parametros sobre a formacéo dos gametas e a idade avancada, pois

muitos estudos ainda se contradizem ao relatarem os casos.

O objetivo do presente trabalho € a realizacdo de experimentos in vivo com segmentos
de tubulos seminiferos, para anélise de parametros relacionados ao chromatoid body (CB), de
acordo com o seu tamanho, nimero e forma, em camundongos BMAL1 KO e BMAL1 WT em
diferentes idades. Podendo assim verificar se o envelhecimento e/ou a auséncia da proteina

BMALL1 interferem na organizacdo morfologica dos CBs.

13



2 MATERIAL E METODOS

2.1 MODELOS BIOLOGICOS

Foram analisadas 9 laminas da espécie de camundongos BMAL1 WT e 7 laminas da
espécie de camundongos BMAL1 KO, divididos por idade da seguinte forma: 3WT com 70-
100 dias de idade e 2KO com 50-100 dias de idade (jovens); 3WT com 101-130 dias de idade
e 3KO com 111-130 dias de idade (adultos); 3WT e 2KO acima de 131 dias de idade (velhos),
utilizando a microscopia 6tica no aumento de 40x.

Apds a analise total das 16 ldminas contendo cortes semi-finos corados com Azul de
Toluidina, foi feita uma triagem para a escolha do melhor corte das laminas e anotagdes sobre
as caracteristicas dos tubulos seminiferos que se apresentavam maduros.

A divis&o dos grupos analisados esta demonstrada na tabela 1.

Tabela 1: Representagéo dos grupos analisados no presente projeto.

GRUPOS ANALISADOS
Grupo 1 (n=3): Laminas de tubulos seminiferos de camundongos BMAL1 WT com
70-100 dias (jovens).
Grupo 2 (n=3): Laminas de tabulos seminiferos de camundongos BMAL1 WT com
101- 130 dias (adultos).

Grupo 3 (n=3): Laminas de tabulos seminiferos de camundongos BMAL1 WT com
> 131 dias (velhos).

Grupo 4 (n=2): Laminas de tubulos seminiferos de camundongos BMAL1 KO com
50-100 dias (jovens).

Grupo 5 (n=3): Laminas de tabulos seminiferos de camundongos BMAL1 KO com
111-130 dias (adultos).

Grupo 6 (n=2): Laminas de tubulos seminiferos de camundongos BMAL1 KO com
> 131 dias (velhos).

Fonte: Elaborada pela autora.

2.2 ANALISES MORFOLOGICAS DE CB E ESPERMATIDES INICIAIS - MICROSCOPIA
ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Nessa etapa do presente projeto ocorreram as analises morfolégicas de CB e
espermatides iniciais, onde foram utilizados segmentos de aproximadamente 0,5mm de tdbulos

seminiferos nos estagios do ciclo espermatogénico I1V-VI, pois sdo 0s estagios onde
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encontramos espermatides iniciais em maior quantidade, identificados com microscopio de
transiluminacdo. No caso dos tubulos seminiferos dos animais BMAL1 KO foram coletados
fragmentos aleatdrios, pois 0s mesmos ndo possuem diferenciacdo de estadiamento de ciclos
espermatogénicos, devido a auséncia de espermatogénese completa.

Posteriormente, os fragmentos foram fixados em glutaraldeido a 3% e &cido tanico a
0,25% em tampdo Miloning, pH 7,3, durante 2 horas em temperatura ambiente. Apos a lavagem
em tampado, os fragmentos foram pos-fixados em tetroxido de 6smio (1%), durante 2 horas em
geladeira, e em seguida, essas amostras foram lavadas em agua destilada e desidratadas, em
baterias de acetona em ordem crescente de concentracdo e passardo por uma infiltracdo em
araldite pura por 2 horas, a 37°C. Desses fragmentos testiculares incluidos em araldite, foram
obtidos cortes semi-finos (cujas analises preliminares ja se encontram descritas no item 3.2) e
ultra-finos, em ultramicrotomo. Os cortes ultra-finos foram coletados em grids e,
posteriormente, contrastados com acetato de uranila a 2%, por 20 minutos (WATSON, 1958)
e, depois, em citrato de chumbo a 2%, em solucdo de hidréxido de sodio 1N, por 6 minutos
(VENABLE; COGGESHALL, 1965). Os resultados das técnicas de microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET) se apresentam documentados por eletromicrografias obtidas com sistema
analisador de imagens.

Em cada grupo experimental foram analisados parametros como: (1) Tamanho

de CBs; (2) Numero de CBs; (3) Forma de CBs.
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3 RESULTADOS

3.1 ANALISE DAS LAMINAS EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
A andlise ultra-estrutural foi utilizada para acompanhar a formacéo do chromatoid body
(CB) durante a espermatogénese de ratos das espécies BMAL1L WT e BMALL1 KO,
considerando que as células germinativas masculinas usadas estdo em diversos estagios do
desenvolvimento. A organela citoplasmatica masculina conhecida como CB, geralmente esta
localizada no citoplasma das células germinativas, proxima a area externa do envoltério
nuclear, dependendo da fase de desenvolvimento. As faixas etarias, quanto as espécies de
camundongos estdo destacados na figura 1, havendo uma Unica ldmina para cada faixa etaria
de uma determinada espécie. Nas figuras 1A, 1C e 1E, pode-se observar a ultra-estrutura das
espematides redondas pertencentes as especies BMAL1 WT, onde é possivel perceber a presenca
da molécula CB nos diversos estagios de desenvolvimento, porém, possuindo diversos
formatos. Nas figuras 1A e 1E o CB aparece fragmentado, pequeno e na regido oposta ao
nucléolo, sendo possivel observar a presenca adjacente de um aglomerado de mitocéndrias
(Figura 1E). O CB aparece integro, grande e proximo ao envoltorio nuclear, com a presenca de
algumas mitocondrias ao seu redor (1C). Nas figuras 1B, 1D e 1F, pode-se analisar a ultra-
estrutura das espermatides redondas pertencentes as espécies BMAL1 KO, onde nao é possivel
observar a presenca de CB em um formato inteirico, mas sim somente em fragmentos proximos
a mitocndrias (Figuras 1B e 1D). Nao ha vestigio da molécula CB no citoplasma celular (Figura
1F), sendo perceptivel somente a presenca de um aglomerado de mitocdndrias ao redor do
envoltorio nuclear. E possivel perceber que as células jovens das espécies WT e KO apresentam
0 CB fragmentado, contudo a molécula na espécie WT esta na posi¢do contraria ao do nucléolo
e sem nenhuma presenca de mitocéndrias, diferente da outra espécie, onde a molécula se
encontra proxima ao nucléolo e a um aglomerado de mitocondrias (Figuras 1A e 1B). Na fase
de desenvolvimento intermediario, denominado como adultos, o CB estd em um formato
globuloso e grande e bem préximo ao envoltério nuclear na espécie WT, ja na espécie KO a
molécula se apresenta bem pequena, fragmentada e distante do nucléolo (Figuras 1C e 1D). Nas
figuras 1E e 1F pode-se observar células germinativas no seu Ultimo estagio de
desenvolvimento, possuindo um CB fragmentado, proximo a um aglomerado de mitocéndrias

e na posicao antagdnica ao nucléolo.
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Figura 1: Analise ultra-estrutural de tabulos seminiferos de camundongos BMAL1 WT e KO.
A, B e E: Espermatides redondas com chromatoid bodies (CB) fragmentados (setas), sendo
possivel observar a presenca de mitocondrias (asterisco) nas regies adjacentes aos CBs e aos
envoltorios nucleares, possuindo um distanciamento da orgnalea em relagdo ao nucléolo (nu).
C: Espermaétide redonda com a presenca de um CB globuloso e compacto (seta) préximo ao
envoltério nuclear, podendo-se observar mitocondrias (asterisco) préximas ao envoltério e a
organela. D: Célula germinativa com a presenca de um CB fragmentado, pequeno (seta) e
préximo a mitocdndrias (asterisco), 0 mesmo se encontra localizado na posi¢do oposta ao
nucléolo (nu). F: Espermatide ndo contém a organela CB em sua ultra-estrutura, possuindo

somente mitocdndrias (asterisco) aos arredores do envoltério nuclear.

JOVENS

3

Figura 1: Elaborado pela autora.
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4 DISCUSSAO

O evento iniciado na puberdade masculina, também conhecido como espermatogénese,
tem como fungdo transformar as espermatogoénias, das quais sdo as células germinativas
iniciais, em espermatozoides maduros (MOORE & PERSAUD). Os mesmos autores ainda
frisam que, as divisdes meidticas sofridas pelas células iniciais ocorrem dentro do testiculo
masculino, mais precisamente no epididimo, pele ajuda das Células de Sertoli das quais irdo
nutrir as células germinativas em seus diferentes estagios de desenvolvimento.

De acordo com Peruquetti (2009) em toda célula germinativa do reino animal, existe
uma estrutura conhecida como chromatoid body ou corpo cromatdide (CB), da qual sua real
origem é algo incerto. Contudo, foram descobertas diversas func¢des dais quais 0 CB pode atuar,
como na comunicacdo celular entre as espermatides ou até mesmo coordenar o controle pds-
transcricional de produtos génicos nas células germinativas.

No entanto, para 0s mamiferos a chave mestra para um bom funcionamento de todas as
funcbes metabolicas do corpo, é conhecida como ciclo circadiano. Esse ritmo bioldgico possui
diversos mecanismos dos quais regulam a homeostasia do organismo controlando o consumo
de energia e as despesas produzidas. As engrenagens centrais desse evento fisiologico séo as
proteinas BMAL1 e CLOCK, e se porventura essas macromoléculas sofrerem algum tipo de
perturbacdo, é indubitdvel que ocorrera um desencadeamento de alteracbes metabdlicas,
incluindo a formacéao de novas células (OROZCO-SOLIS et al., 2016).

Com isso, fica mais que evidente que o CB é uma importante estrutura citoplasmatica
que pode ser responsavel pela determinacdo da fertilidade masculina na espermatogénese.
Deste modo, é possivel relacionar os defeitos na fertilidade com as proteinas centrais do ciclo
circadiano, caso ndao tenham sido produzidas corretamente (PERUQUETTI; DE MATEO;
SASSONE-CORSI, 2012).

Além disso, essas estruturas proteicas possuem um bom desempenho quando o0 homem
esta na fase adulta de seu desenvolvimento, pois com o processo do envelhecimento ocorre uma
diminuicdo no controle dos ritmos circadianos, que por consequéncia podem afetar na
diminuicdo de toda atividade celular (CORNELISSEN; OTSUKA, 2016).

Em uma pesquisa realizada por Peruquetti et al (2012) camundongos das espécies WT,
BMALL1 KO e Clock KO foram submetidos a analise de suas espermatogdnias para a detec¢do
de seus CBs. Foi concluindo que, os roedores que que ndo possuiam a proteina CLOCK em

suas células germinativas, como os WT e Clock KO, portavam uma deficiéncia da proteina
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BMAL1 em seus testiculos, acontecimento do qual esté ligado a integridade do CB, isto €, a
auséncia da proteina BMAL1 causa infertilidade em camundongos WT e Clock KO.

Em outro estudo feito por Alvarez et al. (2008) com base em camundongos, € relatado
que os animais, tanto machos quanto fémeas, que ndo possuiam em seu organismo a proteina
BMAL1 apresentavam infertilidade. Além disso, cita os defeitos de fertilidade em
camundongos BMAL1 KO, dos quais apresentavam baixa testosterona e altas concentragdes de
LH sugerindo assim uma deficiéncia na células que expressam a proteina BMALL, as células
de Leydig.

Como resultado, as andlises do presente projeto demonstram que ndo ha diferenca
significativa na organizagéo do CB entre os camundongos BMAL1 WT e KO jovens. Contudo,
nos animais WT adultos a organizacdo do CB ocorre com a morfologia esperada e ja nos velhos
observa-se uma moderada desorganizacdo. Nos camundongos KO essa desorganizagdo €
observada ja no citoplasma das espermatides dos animais adultos, sendo que nos velhos a
desorganizacéo é quase total. Conclui-se que a proteina BMALL pode afetar a organizacao dos
CBs e sua auséncia pode levar ao comprometimento dessa estrutura no decorrer do processo de

envelhecimento.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As andlises demonstram que ndo ha diferenca relevante na organizacdo do CB entre
animais BMAL1 WT e KO jovens, no entanto, fica evidente que a organiza¢do do CB nos WT
adultos ocorre com a morfologia esperada e nos velhos observa-se certa desorganizacdo. Nos
camundongos KO essa desorganizacao estrutural do CB é observada ja no citoplasma das
espermatides redondas dos animais adultos, sendo que nos velhos a desorganizacdo é quase
absoluta. Dessa maneira, pode-se concluir que a proteina BMAL1L pode afetar a organizacao da
organela citoplasmatica masculina, chromatoid body, e sua auséncia pode levar prejuizo a essa

estrutura no processo do envelhecimento.
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