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RESUMO

Na microscopia de luz de fluorescéncia widefield, a imagem é formada a partir da
observacéo de estruturas pontuais das células, enquanto que, na microscopia de luz confocal,
por ser um segmento aperfeicoado do widefield, é possivel a observagdo com maior
detalhamento de estruturas subcelulares podendo-se obter imagens de planos especificos ou
cortes dpticos, que podem ser utilizados em reconstru¢des 3D ou 2D de uma estrutura. O
chromatoid body (CB) é uma organela citoplasmatica que possui papel no estoque de RNA e
proteinas para a diferenciacdo final dos espermatozoides e que comeca a ser visualizada no
citoplasma das células germinativas apds a meiose I, nos espermatécitos |, apresentando-se na
sua forma final no citoplasma de espermatides iniciais, exercendo seu papel até a finalizacéo
da espermiogénese. MutagBes ou auséncia de proteinas alocadas no CB durante a
espermatogénese causam infertilidade em ratos. O presente estudo teve como objetivos
comparar qual das microscopias de luz citadas acima € o melhor método para detec¢do por
imunofluorescéncia da co-localizagdo entre uma proteina residente (MVH/MIWI) e uma
proteina transiente (BMALL1) de CBs em espermaétides iniciais de mamiferos. Na metodologia
deste estudo, foram analisadas ldminas com squash preparations de tdbulos seminiferos no
estdgio 1V-VI do ciclo espermatogénico provenientes de 4 camundongos Mus musculus
adultos e imunomarcadas com os anticorpos a-MVH e o-BMAL1L, analisadas pela
microscopia widefield. O mesmo tipo de preparagdo também foi utilizado para obtencéo de
imagens em microscopia confocal. Os valores de co-localizagéo entre as proteinas analisadas
foram calculados pelo Coeficiente de Pearson’s (Rr), sendo que os valores de Rr, k1 e k2
obtidos pela analise em cada uma das microscopias foram comparados pelo teste U (Mann-
Whitney). Como resultados obteve-se que a distribuigdo dos valores de Rr da co-localizagéo
entre as proteinas marcadas e analisadas pela microscopia widefield estavam entre 0,75 e 0,97
(relagdo linear forte). Para a microscopia confocal os valores estavam entre 0,20 e 0,50
(relacéo linear fraca). O teste U (Mann-Whitney) demonstrou que todas as comparagdes entre
os valores de Rr, k1 e k2 obtidos pelas duas microscopias apresentaram diferencas
estatisticamente significantes (p < 0,05). Como a analise de co-localizagéo foi realizada entre
uma proteina residente e uma proteina transiente do CB, sendo proteinas que nem sempre
devem se co-localizar nesta estrutura, conclui-se que a microscopia confocal demonstra-se
mais eficiente para este tipo de analise, pois demonstrou um coeficiente de sobreposicdo mais

baixo.



Palavras-chave: Microscopia widefield. Microscopia confocal. Chromatoid body. MVH/MIWI.
BMALL.



ABSTRACT

Images are formed from the observation of specific structures of the cells in the
widefield fluorescence light microscopy, whereas in confocal light microscopy - an improved
segment of the widefield - it is possible to observe better details of subcellular structures
because it obtain images of specific planes or optical cuts, which can be used in 3D or 2D
reconstructions of a structure. The chromatoid body (CB) is a cytoplasmic organelle that has a
role in the storage of RNA and proteins for the final differentiation of spermatozoa. It is first
visualized in the cytoplasm of the germ cells after meiosis I. This structure is in its final form
in the cytoplasm of the initial spermatids and it will play its role until the end of the
spermiogenesis. Mutations or absence of CB-specific proteins can cause infertility in rats. The
present study aimed to compare which of the light microscopies cited above is the best
method for detecting the co-localization between a resident protein (MVH / MIWI) and a
transient protein (BMAL1) of CBs in initial spermatids by immunofluorescence. Squash
preparations slides of seminiferous tubules at stages IV-VI of the spermatogenic cycle were
analyzed from 4 adult mice (Mus musculus). They were immunolabelled with a-MVH and a-
BMALL antibodies and analyzed by widefield microscopy. The same type of preparation was
also used to obtain images in confocal microscopy. The overlap values were calculated
between the analyzed proteins by the Pearson's Coefficient (Rr), and the values of Rr, k1 and
k2 obtained by the analysis in each of the microscopies were compared by the U-test (Mann-
Whitney). Distribution of the Rr values obtained by widefield microscopy ranged between
0.75 and 0.97 (strong linear relationship). For confocal microscopy the values ranged between
0.20 and 0.50 (weak linear relation). The U-test (Mann-Whitney) showed that all comparisons
between the Rr, k1 and k2 values obtained by the two microscopies presented statistically
significant differences (p < 0.05). As the co-localization analysis was herein performed
between a resident protein and a transient protein of CBs, which are proteins that should not
always overlap in this structure, it was concluded that confocal microscopy is more efficient

for this type of analysis, because it showed a lower overlap coefficient.

Key words: Widefield microscopy. Confocal microscopy. Chromatoid body. MVH / MIWI.
BMALL1.
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1 INTRODUCAO
1.1 MICROSCOPIA DE LUZ DE FLUORESCENCIA (WIDEFIELD)

A microscopia de luz de fluorescéncia ou widefield depende das propriedades fisicas de
alguns componentes absorverem luz em um determinado comprimento de onda e de emitirem
luz em outros comprimentos de onda maiores e niveis energéticos mais baixos, quando
excitados por uma fonte de luz. Esses componentes podem ser células ou moléculas
naturalmente fluorescentes ou podem ser componentes que se ligam a substancias
fluorescentes denominados fluorocromos. (TABOGA, 2001).

O microscopio de luz de fluorescéncia permite a visualizacdo de estruturas pontuais das
células, onde o modo mais comum de visualizar essas estruturas € através da marcagao por
anticorpos especificos acoplados a fluorocromos. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012;
MAFRA, 2014a).

Diferentemente das outras microscopias, 0 microscépio de luz de fluorescéncia necessita
de um sistema Optico que interaja pouco com a luz. Por isso, como componentes, possui uma
luz alimentadora de mercurio de alta pressdo com picos caracteristicos entre 312 nm a 579
nm, que emite uma luz ultravioleta excitadora; um sistema de filtro de excitacdo que se
localiza entre a saida da fonte de luz e antes do condensador ou detector que seleciona o
comprimento de onda desejado e um sistema de filtro de barragem que se localiza entre as
lentes objetivas e oculares que permite apenas a passagem da luz fluorescente emitida pelo
material analisado, barrando a luz excitadora. Ainda, estes sistemas de filtro permitem a
detecgéo do brilho do material analisado contra um fundo negro. (TABOGA, 2001).

O funcionamento do microscopio de luz de fluorescéncia ocorre com a fonte de luz
emitindo todos os tipos de comprimentos de onda que passam pelo sistema de filtro de
excitacdo. O filtro de excitagdo seleciona o comprimento de onda especifico desejado. O
comprimento de onda escolhido é refletido pelo espelho dicroico, chegando ao material a ser
analisado e que sera excitado por essa luz. Por ser um material condicionado a fluorescéncia,
este absorvera a luz refletida pelo espelho dicroico no comprimento de onda escolhido e
emitira uma luz em um outro comprimento de onda. O espelho dicroico néo reflete as luzes
que séo emitidas pelos materiais analisados em outros comprimentos de onda, diferentemente
do que ocorre com o comprimento de onda escolhido inicialmente, assim, permite a passagem
da luz emitida pelo material que chegard até o sistema de filtro de barragem. O sistema de

filtro de barragem ampliard a leitura da imagem formada e passara pelas lentes oculares até
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chegar a um detector que transmitird a imagem a um computador (Figura 1). (MAFRA,
20144a).

Figura 1 - Esquema de funcionamento da formagao
da imagem na microscopia de luz de fluorescéncia
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Fonte: Elaborada pela autora.

1.2 MICROSCOPIA DE LUZ CONFOCAL

A microscopia de luz confocal é um segmento aperfeicoado da microscopia de luz de
fluorescéncia e permite a observacéo de materiais mais espessos, sem coloragéo prévia, vivos
ou pré-fixados e com maior detalhamento de estruturas subcelulares que ndo apresentam
limite de resolucéo compativel ao microscopio de luz de fluorescéncia convencional, mas que
também se baseia no uso de compostos fluorescentes. (TABOGA, 2001; COSTA, 2014;
MAFRA, 2014b).

A microscopia de luz confocal pode obter imagens de planos especificos ou cortes dpticos
que podem ser guardados em um computador e ser utilizados na reconstrucéo tridimensional
ou bidimensional de uma estrutura, além de possibilitar a visualizagdo de estruturas celulares
como um todo. Tal microscopia trabalha com a mesma optica do microscopio de luz de
fluorescéncia, mas como luz alimentadora de sistema possui delgados feixes de laser que
fazem a iluminagdo em pequenos pontos e varrem os cortes Opticos formando as imagens de
acordo com as estruturas que estdo nesse plano de varredura e com qualidade nitida e digital.

Nesta microscopia, as imagens fora de foco que contribuem para a imagem final da
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microscopia de luz de fluorescéncia, sdo eliminadas. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012;
TABOGA, 2001; MAFRA, 2014b).

Apesar de seu funcionamento ser um pouco complexo, a ideia central é bem simples. A
fonte de luz emite um raio laser que através da abertura da fonte de luz sera divido em varios
feixes e que serdo refletidos pelo espelho dicroico, que de acordo com seu angulo de
posicionamento, pode modificar as direcdes em que esses feixes de laser serdo incididos em
diversos pontos do material analisado, permitindo a formagdo de imagens tridimensionais. O
material analisado, assim como na microscopia de luz de fluorescéncia, por possuir
fluorocromos, absorvera a luz desses feixes de laser em um determinado comprimento de
onda e emitird outra luz com um outro comprimento de onda que passard pelo espelho
dicroico e ndo serd refletida, chegando até o pinhole, um tipo de detector, que permitird a
focalizacdo de apenas um plano focal. Através da mudanca de focalizagéo, a deteccdo de
detalhes serd maior e melhor serd a formacdo das imagens captadas (Figura 2).
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012; TABOGA, 2001; MAFRA, 2014b).

Figura 2 - Esquema de funcionamento da formagao
da imagem na microscopia de luz confocal
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1.3 ESPERMATOGENESE E SUA RELACAO COM OS CHROMATOID BODIES

A espermatogénese € um processo sincronico e regular de diferenciagio celular em que as
células germinativas masculinas entram em proliferacdo celular através de mitoses,
diferenciacdo e meioses para originar espermatides iniciais haploides que por fim, se
diferenciam em espermatozoides. (O’DONNEL et al., 2001). Esse processo ocorre em tabulos
seminiferos, o qual na maioria das espécies, é o principal componente do parénquima
testicular. (NUNES et al., 2013).

Em seres humanos, a espermatogénese tem inicio ainda na fase de desenvolvimento
embrionario e em camundongos, inicia-se apds o0 nascimento e envolve uma série de eventos.
Inicialmente, células germinativas primordiais ou espermatogdnias indiferenciadas, passam a
sofrer sucessivas divisbes mitéticas, originando assim, numerosas espermatogénias
diferenciadas que podem seguir dois caminhos: continuar a intensa divisdo mitdtica ou passar
por modificagfes, aumentando de tamanho e se diferenciando, formando outro tipo celular
diploide denominado espermatdcito priméario ou espermatécito | que serd o tipo celular que
sofrerd a primeira divisdo meiética. (SACHETIM, 1999).

A meiose, por sua vez, tem como funcdo reduzir o nimero de cromossomos das células
germinativas e diploides para o estado haploide. Os espermatdcitos | entram em meiose e ao
final da meiose | formam-se os espermatdcitos secundarios ou espermatdcitos Il, que séo
células haploides com “n” cromossomos duplicados. Essas células entram em meiose Il e
dardo origem as espermaétides iniciais, que também, sdo células haploides. Apds isso, as
espermétides iniciais entram em uma fase de diferenciacdo celular denominada
espermiogénese e originardo os espermatozoides. (STANBENFELDT; EDQVIST, 1996).

Durante o processo de espermatogénese, corpos nucleares, citoplasmaticos e/ou granulos
germinativos tipicos de células germinativas parecem desempenhar papéis importantes
durante o processo de gametogénese. Uma das mais intrigantes estruturas citoplasmaticas
germinativas masculinas é denominada chromatoid body (CB). (PERUQUETTI et al., 2012).
Por definicéo, o CB seria um acimulo citoplasmético de material presente em todas as células
germinativas do reino animal e que em outras espécies diferentes dos mamiferos, é
denominada “nuage”. A “nuage” mais bem conhecida, provavelmente, é o corpo polar dos
odcitos de Drosophila. (PARVINEN, 2005).

O CB é uma organela citoplasmética que aparentemente possui papel no estoque de RNA
e proteinas para a diferenciacdo final dos espermatozoides (SODERSTROM; PARVINEN,
1976; SAUNDERS et al., 1992), que comega a ser visualizada no citoplasma dos

espermatocitos primarios no inicio da meiose | e apresenta-se na sua forma final no
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citoplasma de espermaétides iniciais, exercendo seu papel até a finalizacdo da espermiogénese
e, apos este processo, 0 CB é eliminado junto com os restos citoplasmaticos das espermétides
finais. (LOPES; ROELEN, 2010).

O CB é considerado um complexo macromolecular altamente especializado que atua
como coordenador subcelular de vérias vias de processamento de RNA e do controle pés-
transcricional de produtos génicos em células germinativas masculinas haploides e também
atua como centro de determinacdo dos destinos de RNAm. (KOTAJA; SASSONE-CORSI,
2007; PERUQUETTI et al., 2012). Devido a essas caracteristicas, essa estrutura parece
possuir fungdes importantes no processo de espermatogénese e espermiogénese, como por
exemplo, comunicac&o celular entre as espermatides (VENTELA et al., 2003; PERUQUETTI
et al., 2008, 2010), direcionamento de mitocondrias para a regido caudal da espermétide (onde
auxilia na formacéo da bainha mitocondrial e flagelo do espermatozoide) (FAWCETT et al.,
1970; PERUQUETTI et al., 2008, 2010) e auxilio na formacdo do acrossomo do
espermatozoide. (SODERSTROM; PARVINEN, 1976; TANG et al., 1982; PERUQUETTI et
al., 2008, 2010).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos para demonstrar a verdadeira origem desta
organela, j& que ainda ndo ha um consenso. Outros estudos, porém, tém focado em descobrir
quais componentes estdo presentes no CB. Segundo Meikar et al. (2014), as proteinas mais
abundantes no CB sdo MIWI, MVH (marcadores da presenca de CB), DDX25, TDRDS,
TDRD7 (proteinas de dominio Tudor) e as proteinas menos abundantes seriam BMALL,
CLOCK, DCP1a, Dicer, proteinas de dominio Tudor como TDRD1, TDRD3, TDRDS5,
RNF17, STK31, dentre outras. Ainda, alguns componentes moleculares que constituem o CB
sdo DNase, RNase, AcPs, Ubiquitina, HSP70 e estes componentes determinam que o CB atue
como centro de degradacdo, onde DNAs, RNAs e proteinas que ndo seriam mais necessarias
para o processo de espermatogénese seriam degradados. (HARAGUCHI et al., 2005).

MIWI e MVH sdo as proteinas mais abundantes e importantes na fisiologia do CB.
(MEIKAR et al., 2014). MIWI (mouse Argonaute/PIWI Family RNA-binding proteins) é
pertencente & familia das proteinas PIWI (que contém outros dois genes, além de Miwi: Mili e
Miwi2) e que desempenham papéis essenciais e fundamentais no desenvolvimento das células
da linhagem germinativa, incluindo a manutengdo de células-tronco da linhagem germinativa
e meiose. (CHENG et al., 2014). Esse tipo de proteina da familia Argonauta é conhecido por
participar de processos de repressdo da expressdo génica por meio da regulacdo da
estabilidade do RNAm e/ou da traducdo, via miRNAs e piRNAs. (ENDER; MEISTER,
2010). Ja a proteina MVH (mouse VASA homologue) é uma proteina da familia de RNA
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helicase DEAD-box ATP-dependente com fungdo essencial para a progresséo da
espermatogénese).(TOYOOKA et al., 2000; KIM et al., 2015). MVH possui como uma de
suas caracteristicas principais, a capacidade de regular ativamente a transcricdo de RNAs
estocados no CB durante a espermiogénese (NAGAMORI et al., 2011).

A proteina BMALL é uma proteina transiente, encontrada principalmente nos nucleos das
Células de Leydig, mas que durante alguma fase da espermatogénese, que ainda ndo foi
definida, uma pequena quantidade de BMALL pode migrar para os CBs e para os citoplasmas
das células, sendo encontrada em menor quantidade nesta organela. BMALL pode ser
encontrado subcolocalizado em células germinativas pds-meiéticas e acumulado no CB
interagindo com as proteinas MVH/MIWI de modo temporario, e sua retirada, gera alteracdes
morfoldgicas significantes nos CBs. (PERUQUETTI et al., 2012).

Estudos j& revelaram que a acdo desta organela citoplasmatica € importante para o
processo de espermatogénese, pois a presenga de mutagbes ou a auséncia de algumas
proteinas essenciais como MIWI, MVH, TDR1/MTR-1 causam infertilidade em ratos.
(HEAD; KRESGE, 1985; CHUMA et al., 2006; DENG; LIN, 2002; TOYOOKA et al., 2000).

Considerando a complexidade e todos os eventos que cercam a espermatogénese e a sua
relacdo com o CB, mais estudos devem ser realizados a fim de esclarecer caracteristicas,

funcdes, origem, composicao desta organela em todas as classes animais.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo foi analisar qual microscopia de luz (de fluorescéncia
ou confocal) é o melhor método de detecgéo de co-localizagdo entre proteinas de chromatoid

bodies (CBs) de espermatides iniciais de mamiferos por imunofluorescéncia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Aplicar a técnica de imunofluorescéncia em laminas contendo squash preparations de
tibulos seminiferos no estigio de IV-VI, para marcacdo e deteccdo da co-localizacéo das
proteinas residentes MVH/MIWI e da proteina transiente BMALL presentes em CBs de
espermatides iniciais de mamiferos.

- Obter os valores dos Coeficientes de Pearson’s, k1 e k2 através da analise de co-
localizacdo dessas proteinas presentes em CBs de cada uma das espermatides iniciais
analisadas e selecionadas por animal através da obtencdo de imagens pela microscopia de luz
de fluorescéncia widefield e pela microscopia de luz confocal.

- Comparar estatisticamente as variaveis obtidas e determinar qual microscopia € a mais

eficiente para este tipo de analise.
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3 MATERIAL E METODOS

Para a analise de co-localizagdo entre as proteinas constituintes dos CBs (MVH/MIWI e
BMAL1) de espermatides iniciais foram utilizadas imagens obtidas pela microscopia de luz
de fluorescéncia widefield e 23 imagens obtidas pela microscopia de luz confocal. As imagens
obtidas pelas microscopias continham imagens de laminas com squash preparations de
tbulos seminiferos no estagio de 1V-VI.

As imagens das laminas com squash preparations obtidas pela microscopia de luz
widefield (fotomicroscopio Nikon Eclipse 80i, Nikon Instruments, INC), com cémera
acoplada (QIMAGING Micropublisher Cybernetics, INC) possuiam material de 4
camundongos machos (Mus musculus) com idade aproximadamente de 45 dias.

As imagens das laminas com squash preparations obtidas pela microscopia de luz
confocal (microscopio Leica Application Suite — Advanced Fluorescence (LAF AF) 1.8.2
Build 1465 (1997-2007); software TCS SP5) possuiam material de 5 camundongos machos
(Mus musculus) com idade aproximadamente de 45 dias. Apesar das imagens captadas por
esta microscopia j& estarem prontas e o material animal ser diferente, a preparacdo do material

foi a mesma.

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

Os 4 camundongos (Mus musculus) utilizados para a obtencdo do material analisado pela
microscopia de luz de fluorescéncia widefield foram fornecidos pelo biotério da Universidade
do Sagrado Coracéao para o projeto “Envelhecimento: Relacéo entre esta condigdo fisiologica
e alteragdes estruturais em chromatoid bodies de mamiferos” que foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Universidade do Sagrado Coragio (CEUA/USC) em reunio
em 09 de setembro de 2015 (ANEXO A). Os materiais de origem animal utilizados pelo
projeto citado acima foram os mesmos utilizados pelo presente trabalho de conclusédo de
Curso.

Durante os experimentos, 0s animais receberam os cuidados de acordo com as Diretrizes
Brasileiras para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Didaticos — DBCA (2015),
normalizadas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA). Os
animais foram mantidos em gaiolas com &gua e racdo oferecidas ad libitum com ambiente
controlado (temperatura entre 21°C 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

barbitlricos e eutanasiados por deslocamento cervical.
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Todos os procedimentos que foram utilizados neste trabalho estdo de acordo com as
Diretrizes da Préatica de Eutandsia do CONCEA (2015).

As imagens obtidas pela microscopia de luz confocal foram provenientes de resultados do
trabalho de pés-doutorado da Profa. Dra. Rita Luiza Peruquetti, financiado pela FAPESP
(2009/14090-6). O nimero de seguro de Boas Praticas Animais da Universidade da California
(UCI) é A3416-01. O referido projeto foi aprovado pelo Institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC) (numero de protocolo IACUC: 2006/2699).

3.2 OBTENCAO DOS TUBULOS SEMINIFEROS

Todo o procedimento de isolamento dos tubulos seminiferos foi realizado de acordo com
0 protocolo de Kotaja et al. (2004).

Para obtencdo dos tubulos seminiferos, os camundongos foram posicionados em decubito
dorsal e realizou-se um corte na regido abdominal, para a remogéo dos testiculos e 0s mesmos
serem retirados. Foi removido o excesso de tecido adiposo dos testiculos e em seguida,
realizados dois pequenos cortes nas laterais para a retirada da tunica albuginea e liberagéo dos
tibulos. Apds esse procedimento, os tubulos seminiferos foram separados de acordo com o0s
estagios do ciclo espermatogénico (o estagio I-111 possui uma coloracdo clara, pois h a
presenca de células indiferenciadas; o estagio 1V-VI possui coloracdo mais intensa que o
estagio anterior e € o de maior interesse, pois € onde o CB estd mais ativo e as proteinas estéo
exercendo mais as suas funcdes; o estadgio VII-1X possui uma coloragdo mais intensa do que
0S outros estagios e corresponde ao estagio onde ocorre a maturagdo dos espermatozoides; e 0
estdgio X-XIl ndo apresenta coloracdo, pois é 0 estagio em que ocorre a espermiagao)

(Figuras 3 e 4) através da utilizacdo de um microscépio de transiluminag&o.
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Figura 3 - Tubulos seminiferos observados em microscopio de transiluminescéncia. (A)
Tuabulos seminiferos ainda emaranhados. (B) Segmentos dos tGbulos seminiferos com os
estagios (I-111, IV-VI, VII-1X e X-XII) separados. Estagio de interesse: 1V-V. Neste estagio, o
CB esta mais ativo e as proteinas exercendo mais as suas fungées

Fonte: Silva (2016).



20

Figura 4 - Descricao dos estagios do ciclo espermatogénico de camundongos. As células
presentes no estagio de interesse 1V-VI sdo as espermatides iniciais

Fonte: Modificado a partir de Rooij; Grootegoed (c1998, p. 694-701).

3.3 SQUASH PREPARATIONS

As preparacdes foram realizadas de acordo com o protocolo de Kotaja et al. (2004).
Foram utilizados segmentos de aproximadamente 0.5mm de tGbulos seminiferos nos estagios
de IV-IV do ciclo espermatogénico. Esses segmentos foram transferidos para laminas
(identificadas com a numeracao e a idade do animal, estagio do ciclo espermatogénico ao qual
pertencia 0 segmento e a data), junto com aproximadamente 15 pL de PBS. Sobre esses
segmentos foram colocadas laminulas e realizada pequena pressdo para que as células
germinativas deixassem o interior dos tibulos seminiferos. O excesso de PBS foi removido
das bordas das laminulas com o auxilio de papel filtro. Posteriormente, o conjunto de laminas

e laminulas foram submergidos em nitrogénio liquido e em seguida, as laminulas foram



21

retiradas. As laminas foram secas ao ar durante 4 horas e armazenadas a -80°C até o momento
de uso.
3.4 IMUNOFLUORESCENCIA EM SQUASH PREPARATIONS

As laminas contendo squash preparations foram imersas em 4%PFA/PBS, em gelo,
durante 10 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em PBS 1x e depois, imersas em
0,2% TRITON 100x/PBS em temperatura ambiente por 5 minutos. Apds isso, as laminas
foram lavadas em PBS 1x e secas com papel filtro com cuidado para néo retirar o material.
Em seguida, as ldminas foram transferidas para cAmara Umida e o blogueio de marcacdes
inespecificas foi realizado com 5%BSA/PBS por 1 hora em temperatura ambiente.
Posteriormente ao blogueio, as amostras foram incubadas overnight a 4°C e em cdmara Umida
com os seguintes anticorpos primarios: PIWIL (N-17): sc-22685 ou a-DDX4/MVH (ab27591)
¢ a-BMAL1 (ab93806). Apos a incubacdo as laminas foram lavadas em PBST 1x por trés
vezes seguidas. Os anticorpos secundarios de interesse, conjugados com diferentes agentes
fluorescentes Alexa Fluor ® 488 Goat Anti-Rabbit e Alexa Fluor ® 532 Goat Anti-Mouse
foram diluidos em 5% BSA/PBS, foram distribuidos nas laminas, as quais foram incubadas
por 1 hora em temperatura ambiente e protegidas da luz. Apoés isso, as laminas foram lavadas
3 vezes em PBST 1x e em seguida, 0s materiais presentes nas laminas foram corados com a
solucdo DAPI para a marcagdo dos nucleos celulares das células germinativas. Ao final, as
ldminas foram lavadas em PBS 1x por 10 minutos a temperatura ambiente e protegidas da luz,
secas e protegidas com uma gota do Ultra Cruz Mouting Medium (Santa Cruz Biotechnology,
Inc.).: sc-24941 e analisadas ao microscopio de luz de fluorescéncia widefield. As imagens
fornecidas pela professora Dra. Rita Luiza Peruquetti foram obtidas e analisadas pelo

microscdpio de luz confocal.

3.5 ANALISE DE CO-LOCALIZACAO: COEFICIENTE DE PEARSON’S

O Coeficiente de Pearson’s (Rr), é uma medida do grau de relacdo linear entre duas
varigveis quantitativas. (ZAR, 1999). Este coeficiente varia entre os valores -1 e 1. O valor 0
(zero) significa que ndo h4 relacdo linear, o valor 1 indica uma relagdo 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 préximo estiver de 1 ou -1, mais forte é
a associacao linear entre as duas variaveis.

Para célculo do Coeficiente de Pearson’s, as imagens de imunofluorescéncia foram

obtidas e analisadas pelo software Image-Pro® Plus (Version 5.1.2.59 for Windows 2000/XP
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Professional 1993-2005© Medial Cybernetics, INC) na microscopia de luz de fluorescéncia
widefield; e na microscopia de luz confocal, as imagens de imunofluorescéncia foram obtidas
pelo software TCS SP5 e analisadas software Image-Pro® Plus (Version 5.1.2.59 for
Windows 2000/XP Professional 1993-2005© Medial Cybernetics, INC). Das imagens
capturadas e analisadas pela microscopia de luz de fluorescéncia, foram escolhidas 133
espermatides iniciais onde a co-localizagdo entre MVH/MIWI e BMALL1 foi demonstrada e,
das imagens capturadas e analisadas pela microscopia de luz confocal, foram escolhidas 68
espermétides iniciais onde a co-localizagdo entre MVH/MIWI e BMALL foi também
demonstrada para o calculo do coeficiente de co-localizagéo de acordo com o Coeficiente de

Pearson’s (Rr=1) de cada uma das espermatides iniciais escolhidas.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

As comparagdes entre os valores de Coeficiente de Pearson’s (Rr), bem como os valores
do canal 1 (k1) e do canal 2 (k2) para determinacdo do coeficiente de sobreposigdo para as
imagens obtidas nos dois diferentes tipos de microscopia foram realizadas pelo teste U
(Mann-Whitney), utilizando o software StatSoft Inc. (2011) STATISTICA (data analysis
software system), version 10. As analises estatisticas foram baseadas em Zar (1999) e a

diferenca estatistica foi considerada quando p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 CO-LOCALIZACAO ENTRE AS PROTEINAS MVH/MIWI E BMAL1

A técnica de imunofluorescéncia foi realizada com o intuito de marcar a co-localizagéo
das proteinas MVH/MIWI e BMAL1, que sdo detectadas nos CBs ou proximas a eles, ou seja,
0 quanto a marcacao feita pelo MVH/MIWI se sobrepds com a marcagéo feita pelo BMAL1
(Figura 5).

Analisando os dados obtidos entre a relagdio MVH/MIWI:BMALL1 foi possivel observar,
que o Coeficiente de Pearson’s na deteccdo da co-localizagdo entre essas proteinas pela
microscopia de luz de fluorescéncia widefield demonstrou que a distribuigdo da maioria das
marcacOes das proteinas detectadas nos CBs de espermatides iniciais possuiam valores de Rr
que estavam entre 0,75 e 0,97. Isto sugere, inicialmente, que houve uma relacdo linear forte
entre a co-localizagdo dessas proteinas pela microscopia de luz de fluorescéncia widefield
(Figura 6a). Entretanto, pela microscopia de luz confocal, os valores de Rr obtidos estavam
entre 0,20 e 0,50 sugerindo uma relacéo linear fraca entre a co-localizagdo dessas proteinas
(Figura 6b).



Figura 5 - Deteccdo por imunofluorescéncia da marcacdo dos
ndcleos celulares pela coloracdo DAPI e das proteinas MVH/MIWI
e BMALL (setas) presentes em CBs de espermaétides iniciais de
tibulos seminiferos no estagio de IV-VI do ciclo espermatogénico

Confocal Widefield
: .
A
A
MVH/MIWI
A
A
4
BMALI 2
L Al
DAPI
MVH/MIWI
BMALI

Fonte: Elaborada pela autora.

Notas: Deteccdo da imunofluorescéncia pela microscopia de luz confocal
(Coluna 1); Deteccdo da imunofluorescéncia pela microscopia de luz de
fluorescéncia widefield (Coluna 2); Sobreposi¢do das proteinas MVH/MIWI e
BMALL1 resulta na coloracdo amarela situada proxima ao nucleo das células;
Nas imagens captadas pela microscopia de luz de fluorescéncia widefield
pode-se observar ao redor dos nucleos a fluorescéncia captada dos
backgrounds/artefatos.
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Figura 6 - Graficos de dispersdo. (a) - Distribuicdo dos valores do Coeficiente de Pearson’s a
partir da co-localizacdo das proteinas MVH/MIWI e BMALL1 presentes nos CBs de
espermatides iniciais de cada um dos animais analisados pela microscopia de luz de
fluorescéncia widefield indicando forte relagdo linear. (b) — Distribuicdo dos valores do
Coeficiente de Pearson’s a partir da co-localizacdo das proteinas MVH/MIWI e BMAL1
presentes nos CBs de espermatides iniciais de cada imagem obtida pela microscopia de luz
confocal indicando fraca relagéo linear

(a) Co-localizagdo entre as proteinas MVH/MIWI e BMALI analisados pela microscopia de luz
de fluorescéncia Widefield
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4.2 ANALISES ESTATISTICAS

Apos as anélises de distribuicdo dos Coeficientes de Pearson’s obtidos através da co-
localizac&o entre as proteinas MVH/MIWI e BMALL, foram realizadas as analises estatisticas
entre os valores de Rr, canal 1 (k1 — BMALZ1) e canal 2 (k2 — MVH/MIWI) obtidos pela
microscopia de luz de fluorescéncia widefield e pela microscopia de luz confocal. Essas
analises estatisticas foram feitas pelo teste U (Mann-Whitney) devido a distribui¢cdo néo-
paramétrica dos dados e que compara duas variaveis de grupos de amostras independentes. O
teste U (Mann-Whitney) demonstrou que todos os valores comparados foram estatisticamente
diferentes onde p < 0,05.

Primeiramente, o teste U foi utilizado para comparar os valores das médias dos
Coeficientes de Pearson’s obtidos pelas microscopias. A média do Coeficiente de Pearson’s
entre as proteinas MVH/MIWI e BMAL1 pela microscopia de luz de fluorescéncia widefield
apresentou um valor de 0,82 e a média do Coeficiente de Pearson’s apresentada pela
microscopia de luz confocal foi de 0,50 (Figura 7a).

Foi comparado, também, as médias dos valores do canal 1 (k1), que correspondem ao
quanto que a proteina BMALL influenciou na interacdo da determinagdo de cada Coeficiente
de Pearson’s obtidos pelas microscopias. As médias dos valores de influéncia do canal 1 pela
microscopia de luz de fluorescéncia widefield foi de 1,44 e pela microscopia de luz confocal
foi de 0,68, ou seja, a microscopia de luz de fluorescéncia widefield captou mais marcagdes da
proteina BMALL1 (Figura 7b). A mesma comparacéo foi feita entre as médias dos valores do
canal 2 (k2), que correspondeu ao quanto que a proteina MVH/MIWI influenciou na interacdo
da determinagdo dos Coeficientes de Pearson’s obtidos. As médias dos valores de influéncia
do canal 2 pela microscopia de luz de fluorescéncia widefield foi de 0,74 e pela microscopia
de luz confocal foi de 0,86. Neste caso, a microscopia de luz confocal captou mais marcagoes
pela proteina MVH/MIWI. (Figura 7c).
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Figura 7 — (a) Comparacdo entre as médias dos
Coeficientes de Pearson’s (Rr) obtidos por cada
microscopia. (b) Comparagdo entre as médias
obtidas dos valores de influéncia do canal 1
(k1) na participacdo da determinagdo dos
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Figura 7 — (concluséo) (c) Comparagédo entre as médias obtidas
dos valores de influéncia do canal 2 (k2) na participagdo da
determinagdo dos valores de Rr ou o quanto que a proteina
MVH/MIWI participou dessa interacdo em cada uma das
microscopias
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Fonte: Elaborada pela autora.
Notas: (* e **) Variaveis estatisticamente diferentes;
Outliers: pico de imunofluorescéncias muito altos detectados.
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4 DISCUSSAO

No presente trabalho, através da técnica de imunofluorescéncia em squash preparations e
as analises do Coeficiente de Pearson’s, relativas a sobreposicdo das proteinas MVH/MIWI e
BMALL1 em imagens obtidas pela microscopia de luz de fluorescéncia widefield e
microscopia de luz confocal, foi possivel determinar qual destas duas microscopias é o
método mais recomendado para estudar a localizagdo das proteinas encontradas em CBs de
espermatides iniciais.

Inicialmente, os valores elevados da co-localizacdo das proteinas MVH/MIWI e BMALL1
demonstrados pelo Coeficiente de Pearson’s e sua distribuigdo (Figura 6a) com relagéo linear
forte, obtidos pela microscopia de luz de fluorescéncia widefield, sugerem que esta
microscopia seria melhor e mais eficiente, quando comparados aos valores do Coeficiente de
Pearson’s e sua distribuicdo (Figura 6b) com relacdo linear fraca, obtidos pela microscopia de
luz confocal, e que podem, ser também observados na Figura 7a, onde a média do valor do
Coeficiente de Pearson’s foi maior na microscopia de luz de fluorescéncia widefield.

A comparagdo entre as médias dos valores do canal 1 (k1), que seria 0 quanto que a
proteina BMAL1 influenciou na interacdo da determinacdo dos Coeficientes de Pearson’s
obtidos, foi essencial para a determinacéo de qual microscopia seria 0 melhor método para a
deteccdo da co-localizagdo entre proteinas de CBs de espermatides iniciais de mamiferos
através da técnica de imunofluorescéncia. Neste caso, a microscopia de luz confocal obteve
media de captacdo dessa interacdo menor que a média obtida na microscopia de luz de
fluorescéncia widefield. (Figura 7b). Seguindo o conceito de que a proteina BMAL1 é uma
proteina transiente, que migra do nicleo para o citoplasma e para o CB e é encontrada em
pequenas quantidades co-localizada com a proteina MVH/MIWI nesta organela
(PERUQUETTI et al., 2012), a microscopia de luz confocal foi o método de deteccdo mais
fiel e eficiente, ao obter uma média de influéncia do canal 1 (k1) baixa.

Quando comparamos as médias dos valores do canal 2 (k2), que seria 0 quanto que a
proteina MVH/MIWI1 influenciou na interagdo da determinacéo dos Coeficientes de Pearson’s
obtidos, a microscopia de luz confocal obteve média de captacéo dessa interagdo maior que a
microscopia de luz de fluorescéncia widefield, sendo considerada melhor e mais eficiente
neste tipo de captacéo (Figura 7c).

Alguns dos fatores que podem ter contribuido para que a média de captagdo da influéncia
do canal 1 (k1) pela microscopia de luz de fluorescéncia widefield fosse maior do que a média
de captacdo da microscopia de luz confocal podem estar relacionados a formacéo e captacéo

de imagens nestes tipos de microscopias. (POLIZELLI, 2008). Diferentemente da
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microscopia de luz confocal em que as imagens sdo formadas a partir de reconstrucdes de
planos especificos ou cortes Opticos e a iluminacdo € feita em apenas pequenos pontos do
plano de varredura, na microscopia de luz de fluorescéncia widefield, os objetos que estéo
fora de foco participam da formacgdo da imagem final e todo o campo de varredura é
iluminado. Na Figura 5, pode-se observar que nas imagens captadas pela microscopia de luz
confocal, apenas a fluorescéncia emitida pelas espermaétides iniciais e seus respectivos CBs
estdo sendo bem marcados, as imagens apresentam pouca sujeira, coloragdo inespecifica ou
poucos artefatos (background) ao redor das células e uma qualidade bem nitida da imagem.
Na coluna de imagens obtidas pela microscopia de luz de fluorescéncia widefield (Figura 5),
podemos observar que a lamina est4 mais suja ou com mais artefatos e coloracéo inespecifica
ao redor das espermétides iniciais, a qualidade da imagem é mais inferior e que além dos CBs,
estes artefatos, também emitiram uma fluorescéncia que foi captada pela microscopia de luz
de fluorescéncia widefield. Assim, essa fluorescéncia captada dos artefatos acabou
influenciando nos valores finais de co-localizacdo (Rr) e k1 entre as proteinas MVH/MIWI e
BMALL. Isso explica o porqué dos valores mais altos terem sido obtidos pela microscopia de
luz de fluorescéncia widefield. Seria erréneo, também, afirmar que esta microscopia € melhor
do que a confocal, j& que a confocal é um segmento aperfeicoado da microscopia widefield.
(TABOGA, 2001; COSTA, 2014; MAFRA, 2014b).
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5 CONCLUSAO

A intengdo deste estudo foi determinar qual microscopia de luz (de fluorescéncia ou
confocal) seria a mais ideal para estudos envolvendo a co-localizacdo de proteinas presentes
em chromatoid bodies de espermatides iniciais de mamiferos por imunofluorescéncia. Ap6s
todas as analises realizadas, conclui-se que a microscopia de luz confocal € o melhor método

para este tipo de anélise.
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ANEXO A - Documento de aprovacéo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Sagrado Coracéo para o projeto “Envelhecimento: Relacdo entre esta

condicdo fisioldgica e alteracdes estruturais em chromatoid bodies de mamiferos”

[ ¥ UNIVERSIDADE DO , oL =
“ SAGRADO PRO-REITORIA DE Comissao de Etica no

PESQUISAE
CORACAO POS-GRADUACAO Uso de Animais

A Universidade da sua vida

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "ENVELHECIMENTO: RELAGAO ENTRE ESTA CONDIGAO FISIOLOGICA E ALTERAGOES
ESTRUTURAIS EM CHROMATOID BODIES DE MAMIFEROS", protocolado sob o CEUA n? 1192290515, sob a responsabilidade de
Rita Luiza Peruquetti e equipe; Elisa Gomes Santos - que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizagao de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Sagrado Coragéo (CEUA/USC) em reuniao de 09/06/2015.

We certify that the proposal "AGING: THE RELATIONSHIP BETWEEN THIS PHYSIOLOGICAL CONDITION AND
STRUCTURAL ALTERATIONS OF MAMMAL'S CHROMATOID BODIES.", utilizing 15 Heterogenics mice (15 males), protocol
number CEUA 1192290515, under the responsibility of Rita Luiza Peruquetti and team; Elisa Gomes Santos - which involves
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes (or teaching) - it's in accordance with Law 11.794, of October 8 2008, Decree 6899, of
July 15, 2009, with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Sagrado Coragdo University (CEUA/USC) in the meeting of
06/09/2015.

Vigéncia da Proposta: de 08/2015 a 06/2017 Area: Pré Reitoria De Pesquisa E Pés-graduagao

Procedéncia: Biotério Central

Espécie: Camundongos heterogénicos Género: Machos idade: 120 dias N: 5
Linhagem:  Swiss Peso: 509

Procedéncia: Biotério Central

Espécie: Camundongos heterogénicos Género: Machos idade: 45 dias N: 5
Linhagem:  Swiss Peso: 509

Procedéncia: Biotério Central

Espécie: Camundongos heterogénicos Género: Machos idade: 6 meses N: 5
Linhagem:  Swiss Peso: 509

Nota: O chromatoid body (CB) é estrutura citoplasmatica de células germinativas masculinas que possui um papel na regulacao da
transcricao de RNAm durante a espermatogénese, além de participar no controle da express@o génica por meio do comando da agéao
de pequenos RNAs nédo codificantes (RNAmi e RNApi). Estudos recentes tem demonstrado que todo esse metabolismo de RNAm
mediado por pequenos RNAs nao codificantes executado pelo CB é crucial para que o processo de espermatogénese progrida de
maneira apropriada, garantindo a formagdo da célula reprodutora masculina madura. A anélise proteémica completa desta estrutura
identificou a presenca abundante dos seus marcadores moleculares classicos (MVH, MIWI, DDX25, TDRD6 e TDRD7), porém também
identificou um grande numero de proteinas transientes, ou seja, proteinas que possuem fungdo/localizagdo nuclear e que
temporariamente se alojam no CB. Proteinas transientes que tem chamado a atencdo de nosso grupo s@o: CLOCK (circadian
locomoter output cycles protein kaput) e BMAL1 (brain and muscle ARNT-Like 1), que sd@o componentes moleculares do controle
circadiano. A identificacdo das proteinas CLOCK e BMAL1 na composi¢do molecular de CBs aliada ao fato de camundongos BMAL1
apresentarem esterilidade e alteragdes morfolégicas no CB das células pds-meidticas sdo evidéncias que nos levam a tentar
correlacionar o papel destas duas proteinas na fisiologia de CBs. Portanto, o objetivo do presente trabalho sera testar a hipotese inicial
por meio da realizagdo de experimentos que nos permitam verificar se as alteracdes morfolégicas observadas em CBs de células pos-
medticas em camundongos BMAL1 KO foram realmente produzidas pela ablacdo de BMAL1 no organismo ou se estavam
relacionadas com o processo de envelhecimento acelerado que esta ablag@o promove.

Bauru, 09 de setembro de 2015

1192290515
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