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RESUMO

O testiculo é um 6rgéo reprodutor que possui anatomia complexa por ser fonte de liberacdo de
andrdégenos na corrente sanguinea. A funcdo deste 6rgédo reprodutor inclui controle dos ritmos
bioldgicos e producéo de células germinativas masculinas. A espermatogénese é uma sequéncia
de eventos desempenhado por células espermatogénicas, regulada pelo ciclo circadiano que
controla o organismo de forma interna dentro de um periodo de 24h como rea¢fes metabdlica,
hormonais e proteinas associadas diretamente com a anatomia reprodutiva comandado pelo
sistema nervoso central (SNC). A escolha das linhagens Bmall WT e Bmall KO para este
estudo tem como fundamento avaliar a mudanca morfolégica do nucléolo assim como a
influéncia das proteinas BMAL1 e CLOCK ou auséncia delas. Na microscopia eletronica foi
possivel identificar com mais detalhes a organizacéo celular, densidade, posicdo e tamanhos
das organelas. Os camundongos geneticamente modificados (K.O), da linhagem Bmall,
apresentam modificagdes no metabolismo, espermatogénese, ciclo circadiano e fertilidade
alterada. O envelhecimento saudavel estd associado a ritmicidade pelos genes reldgio,
principalmente Clock e Bmall. A alteracdo da expressdao dos genes relégio muda conforme a
idade, mas a alteracdo molecular desses genes pode impulsionar o envelhecimento como

acontece nos animais da linhagem Bmall KO.

Palavras-chave: Nucléolo, CLOCK BMAL1, Camundongos geneticamente modificados,

Envelhecimento.



SUMMARY

The testis is a reproductive organ that has a complex anatomy as it is a source of androgen
release into the bloodstream. The function of this reproductive organ includes controlling
biological rhythms and producing male germ cells. Spermatogenesis is a sequence of events
performed by spermatogenic cells, regulated by the circadian cycle that controls the body
internally within a 24-hour period, such as metabolic, hormonal and protein reactions directly
associated with the reproductive anatomy commanded by the central nervous system (CNS) .
The choice of Bmall WT and Bmall KO strains for this study is based on evaluating the
morphological change of the nucleolus as well as the influence of BMAL1 and CLOCK proteins
or their absence. In electron microscopy it was possible to identify in more detail the cellular
organization, density, position and sizes of the organelles. Genetically modified (KO) mice, of
the lineage bmall, show changes in metabolism, spermatogenesis, circadian cycle and altered
fertility. Healthy aging is associated with rhythmicity by clock genes, especially Clock and
Bmall. The alteration in the expression of clock genes changes with age, but the molecular

alteration of these genes can drive aging as it happens in animals of the Bmall KO lineage.
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1 INTRODUCAO

1.1 CICLO CIRCADIANO E ESPERMATOGENESE

Ciclos circadianos sdo ritmos bioldgicos que regulam o organismo de forma interna em
um ciclo de 24h, controlando atividades celulares como reacdes metabdlicas, hormonais e
proteinas associadas diretamente com a fisiologia reprodutiva, comandados pelo sistema
nervoso central (SNC) resultando no envelhecimento saudéavel. Estimulos provindo do
ambiente como a luminosidade, desencadeia diversas respostas ao sistema nervoso central
como a quantidade de melatonina, hormdnio ligado ao ciclo circadiano que varia durante o dia
e noite. (FARHUD & ARYAN, 2018).

O processo fisioldgico da espermatogénese é a funcdo primaria do testiculo, estrutura
anatomica complexa regulada pelo ciclo circadiano, fatores intrinsecos e hormonais. A
testosterona, neurotransmissores (substancias neuroenddcrinas), fatores de crescimento
secretados pelas células do intersticio, tubulos seminiferos e células de Sertoli sdo os elementos
essenciais da espermatogénese. (SHARMA, R & AGARWAL, A., 2011).

A espermatogénese é a formacao de células germinativas masculinas que ocorre dentro
dos tubulos seminiferos, sendo o epitélio seminifero dividido em 12 etapas morfologicas (etapas
[-XI1I) em diferentes estagios de desenvolvimento (ESTENBELFED & EDQVIST 1996);
(ABE, k; SHEN, L. S; TAKANO, H., 1991). Logo, a espermatogénese ¢ uma sequéncia de
eventos que é composto por células espermatogénicas (espermatogoénias, espermatocitos e
espermatides) que sofrem mudancas metabdlicas, ciclo celular e morfolégicas conforme ocorre
a mitose e meiose, com participacdo ativa das células de Sertoli, células de suporte e

intercalando com a acao dos horménios masculinos (MONTEIRO et al., 2010).

A organizacdo morfologica do epitélio seminifero é dividida em 12 estagios que
compreendem diversas etapas necessarias para a transformacdo das células tronco em
espermatozdide maduro. O desenvolvimento do acrossoma, divises meiéticas, forma do
nucleo e liberacdo do esperma no limen do tubulo seminifero séo periodos indispensaveis para
diferenciacdo celular em cada estagio. Neste presente estudo, 0s estagios 4 a 6 dos tubulos
seminiferos sdo o foco da analise histoldgica pois é possivel identificar espermatogdnias tipo
A, primeira geracao de espermatocito, primeira geracdo de espermatdcito secundario e primeira

geracgdo de espermatides na microscopia de luz. Na analise ultra estrutural é possivel identificar



com clareza a posicdo e tamanho do Nucléolo e Chromatoid Body. (SHARMA, R &
AGARWAL, A., 2011).

1.2 GENES RELOGIO E DNA

O primeiro estudo acerca do ciclo circadiano em mamiferos foi realizado em 1988 por
Ralph e Menaker. O estudo revelou que 0s cronotipos sdo responsaveis geneticamente pelo
funcionamento do sistema de temporizacdo e sdo modificados conforme as adaptacOes
ambientais. Diante desta pesquisa, descobriu-se que a modificacdo de um Unico gene é
responsavel por alterar totalmente a ritmicidade do ciclo circadiano. (PEREIRA, D et al 2009).
O gene Clock (circadian locomotor output cycleskaput), Bmall (Mop3),
Cryptochromes (Cry e Cry 2), Period 1 (Perl), Period 2 (Per2) e Period 3 (Per3) séo
denominados de genes reldgio e possui funcdo complexa devido a regulagdo do ciclo sono
vigilia, alimentagdo, ingestdo hidrica, regulacdo da temperatura corporal e regulagdo da
secrecdo hormonal. Também sdo conhecidos Rev-erba (reverse erythroblastosis virus o ) e
RORa (retinoid-related orphan receptor delta) como genes controlados por Clock. Acreditava-
se que essas moléculas bioldgicas estavam presente apenas no ndcleo supraquiasmatico (NSQ),
um importante coordenador da expressao ritmica, localizado na regido anterior do hipotalamo,
mas estudos recentes comprovam que além da presenca do oscilador central no NSQ, é
encontrado também em tecidos periféricos como coracéo, figado e rim. (SILVA, J. A., 2017).
Pesquisas realizadas em camundongos detalham que a mutacdo nos genes reldgios
causara uma regulacdo circadiana anormal e como consequéncia a variacdo de periodos
enddgenos mais curtos ou mais longos. Animais knock-out dispdem da regulacdo anormal do
ciclo sono-vigilia, desregulacdo da secrecdo hormonal e ritmos circadianos, enquanto que
animais Bmall possuem atividade locomotora prejudicada em condi¢cBes normais de
luminosidade. O mau funcionamento de um dos genes que atuam na engrenagem do relogio
molecular pode acarretar avanco ou atraso no tempo biologico (PEREIRA, D et al 2009).
A mecanica molecular do relégio biolégico é controlada pelos temporizadores Clock
e Bmall que modula a expressdo das moléculas do tempo formando um heterodimero
encarregado pela formacao e transcricdo génica de Perl, Per2, Per3, Cryl e Cry2. As proteinas
codificadas e sintetizadas por estes genes, formam o dimero PER-CRY no citoplasma e em

determinada concentracdo retornam ao nucleo, bloqueando o heterodimero



CLOCK/BMALL1 na transcricdo dos proprios genes e constituindo uma algca de
retroalimentacdo negativa de transcrigéo e traducgéo, bloqueando a formacgédo de novos de PERs
e CRYs. A alca de retroalimentacdo negativa inclui toda a transcrigédo e traducdo dos genes
relégios, executando como reguladora do ciclo circadiano durante 24h. Os genes Perl e Per2
exibem reacdes diferentes a pulsos de luz, enquanto que Per3 € isento de reacdo (SOUZA, P.
Q. P., 2011).

Em acréscimo a mecanica molecular, os genes Clock e Bmall englobam o comando basic-
helix loop-helix que permite a interacdo da molécula de DNA com outros genes reldgio
promovendo o fator de transcri¢éo, conhecidos como genes controlados pelo relégio (SOUZA,
P. Q. P., 2011).

1.3 ENVELHECIMENTO SAUDAVEL

O envelhecimento saudavel esta associado a ritmicidade, regulado pelos genes relogio
como Clock, Bmall, Per e Cry presente no nucleo supragquiasmatico e tambem nos tecidos
periféricos que em conjunto promovem a homeostase do metabolismo e funcionamento da
fisiologia. A perda de ritmo é consequéncia do envelhecimento e enfraguecimento do ritmo
circadiano devido a reducdo da capacidade dos relogios biologicos de se ajustarem ao meio
ambiente e reducdo das expressdes da maquinaria molecular. Os reldgios periféricos séo
acionados por estimulos primordiais provindo do relégio central, mas também de fatores como
alimentacdo, exercicio e causas que independem do comando primario (NAKAMURA et al.,
2015).

A alteracdo da expressdo dos genes relégio muda conforme a idade mas também, a
alteracdo molecular desses genes pode impulsionar o envelhecimento. Varios estudos tém
mostrado que o avancar da idade em camundongos impacta os ritmos de atividade neural no
nacleo supraquiasmatico e em modelo de animais como Bmall e knockout, o envelhecimento
é acelerado devido a falta de ritmicidade dos genes e como sintoma, reducéo da expectativa de
vida, fisiologia nutricional desregulada, catarata, declinio nas funcGes do tecido e sarcopenia
(NAKAMURA et al., 2015).

O ciclo circadiano de modelo de animais especificamente Bmall e knockout, o sistema
circadiano é alterado drasticamente e essa mudanca tem efeitos adversos na salde uma vez que
afeta a atividade locomotora, sono vigilia, homeostase metabdlica e menor capacidade de
tolerar mudancas no horério de luz (CHATTERJEE, S & MA, K., 2016).



1.4 INFERTILIDADE EM CAMUNDONGOS BMAL1 KNOCKOUTS (KO)

A infertilidade em camundongos geneticamente modificados (Knout) é determinada
pelos genes inativados no genoma que recai sobre caracteristicas fisiologicas e metabdlicas
(YAN, W, 2009).

Camundongos geneticamente modificados ndo expressam proteinas imprescindiveis
(CLOCK e BMALY1) para a espermatogénese da mesma forma que camundongos selvagens. A
auséncia ou modificacdo destas proteinas resulta na desregulacdo da espermatogénese e
disturbios no processo de diferenciacdo das células germinativas masculinas devido aos baixos
niveis de testosterona e alta concentracdo de hormdnio luteinizante (LH), em razdo da
deficiéncia das células de Leydig e metabolismo hormonal, prejudicando a liberacdo da
testosterona (SANTOS, E. G., 2017).

Em resumo, fatores como nutricdo, hormdnios e metabolitos podem influenciar no
equilibrio do ciclo espermético (SHARMAN, R & AGARWAL, A., 2011).

A capacidade reprodutiva dos camundongos Bmall knockouts (KO) é alterada devido
a expressdo ausente da proteina BMALL em todos os tecidos, tornando esses animais estéreis.
Avaliacbes macroscopica e microscopica da anatomia reprodutiva em ambas linhagens
demonstram que esses camundongos possuem deficiéncia no processo de esteroidogénese.
Esses animais apresentam particularidades, testiculos com tamanho menor do que 0s animais
que ndo apresentam defeito na expressdo de BMALL em seus tecidos (Bmall wild type),
alteracdes no comportamento sexual e reduzido nimero de espermatozoides. Ademais, esse
modelo biolégico (Bmall, KO) manifesta artropatia progressiva no fenétipo de envelhecimento
(SANTOS, E. G., 2017).

1.5 CB E NUCLEOLO NOS K.O

O processo fisiologico da espermatogénese acontece nos tubulos seminiferos com a
participacdo de estruturas importantes como células espermatogénicas, Leydig, Sertoli,
Chromatoid body e Nucléolo. O Chromatoid body (CB) é uma estrutura altamente especializada
e densa presente nas ceélulas germinativas masculinas, responsavel por parte da
espermatogénese e atua como um coordenador nas varias vias de processamento da traducdo
do RNA e controle do RNAm pds transcricional devido a presenca de proteinas transientes e

genes relégio como clock (circadian locomotor output cycleskaput) e bmall. Essa organela



citoplasmatica é importante para determinacéo da fertilidade, uma vez que a mutagéo nos genes
presentes no CB pode levar a parada da espermatogénese e consequentemente a infertilidade
(PERUQUETTI, R. et al,. 2012).

Diante do evento da espermatogénese, 0s estagios 4 a 6 do ciclo espermatico séo
elementares na visualizagdo da estrutura do CB como um granulo Unico, na microscopia
eletrbnica para animais WT essa estrutura é descrita como forma redonda tipica semelhante a
esponja com diferentes densidades de elétron, distintivamente do CBs de KO que tinha formas
alteradas e tamanhos variados. O Chromatoid body totalmente ativos sdo essenciais para a
diferenciacdo das espermatides redondas em espermatides maduros e ainda, colaborar no
desenvolvimento da cauda dos espermatozoéides maduros (PERUQUETTI, R. et al., 2012).

A diminuicdo da expressdo das proteinas circadianas CLOCK e BMAL1 esta
relacionada a propriedades proteossomas e componentes especificos de CB, proporcionando a
manutencdo da fertilidade dos individuos e prevenir contra os efeitos do envelhecimento
(BOISVERT et al., 2007).

O nucléolo é uma organizagdo sem membranas dentro do ndcleo, sitio celular da
biogénese de ribossomos que tem como principal funcéo o processamento do precursor do pre-
rRNA e montagem do rRNA com proteinas ribossomais. Os genes ativos de DNA nessa
organela estdo localizados nos loci denominados de regifes organizadoras do nucléolo e sao
transcritos por moléculas de RNA polimerase | e a regulacdo da sintese de rRNA é um fator
essencial no crescimento celular e atividade metabodlica (L. COMAI, 1998).

Além da biogénese de ribossomos, o nucléolo € uma maquinaria de natureza
multifuncional e produz outras particulas como ribonucleoproteinas, incluindo varios outros
fatores como splicing, granulos de estresse, sSIRNA, maturacdo da telomerase, particula de
reconhecimento de sinal e envelhecimento. O tamanho nucleolar se relaciona inversamente
com a longevidade, sendo assim, nucléolos menores e fibrilarina reduzida indicam uma
longevidade maior (TIKU et al., 2017)

Portanto, o nucléolo é considerado o centro de montagem e qualidade de RNA pois
desempenha uma importante funcdo na taxa de crescimento celular e atividade metabdlica por
meio da producao ribossomal que recebe estimulos e eventos de sinaliza¢do das proteinas SRP
(particula de reconhecimento de sinal) em diferentes estagios do ciclo celular, regulando
aspectos especificos para progressao e proliferacdo celular para eventos como a
espermatogénese e espermiogénese. (BOISVERT et al., 2007).

A andlise de envelhecimento saudavel pode ser correlacionada com os biomarcadores

causais como o gene Clock que fazem alteracGes em centenas de locais no genoma juntamente



com os aspectos fisioldgicos e pardmetros metabolicos. Na linhagem Bmall KO da faixa etéaria
adultos e velhos, principalmente, ocorre alteracdo no tamanho do nucléolo afetando a sua
fisiologia e também a sua fertilidade devido a repressdo da proteina BMAL1 e CLOCK dando
énfase a heterogeneidade bioldgica (TIKU et al., 2017).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente projeto foi investigar o nucléolo dos camundongos
geneticamente modificados da linhagem BMAL1 WT e BMAL1 K.O, in vivo, para entender a
influéncia das proteinas BMALL1 no processo de organizacdo do nucléolo das células

germinativas durante o envelhecimento.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MODELOS BIOLOGICOS

Foram utilizados 16 camundongos machos BMAL1 WT e 15 camundongos machos
BMALL1 KO, divididos por idade da seguinte forma: 3WT com 70-100 dias de idade e 4KO
com 50-100 dias de idade (jovens); 8WT com 101-130 dias de idade e 5KO com 111-130 dias
de idade (adultos); SWT e 6KO acima de 131 dias de idade (velhos). Os tecidos (testiculos)
desses animais foram cedidos em parceria com o Prof. Dr. Paolo Sassone-Corsi, Department
of Biological Chemistry - UCI (Irvine, CA, EUA). Os procedimentos experimentais estavam de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacio Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica em Uso de
Animais (CEUA/USC), sob protocolo nimero 2088080817. A divisdo dos grupos de trabalho

esta demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1 - Grupo de estudo de camundongos selvagens (WT) e geneticamente modificados (KO) em diferentes
estagios de idade.

Grupos Experimentais

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
(G4, n=3): (G5, n=8): (G6, n=5): (G7, n=4): (G8, n=5): (G9, n=6):
Tabulos Tabulos Tdbulos Tuabulos Tuabulos Tuabulos

seminiferos de  seminiferos de seminiferos de seminiferos de seminiferos de seminiferos de
camundongos  camundongos  camundongos camundongos camundongos  camundongos
BMAL1 WT BMAL1WT BMAL1WT BMAL1 KO BMAL1 KO BMAL1 KO
com 70-100 com 101-130  com 131 dias com 50-100 com111-130  com 131 dias

dias (jovens).  dias (adultos). (velhos). dias (jovens).  dias (adultos). (velhos).

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Foram utilizados segmentos de aproximadamente 0,5mm de tdbulos seminiferos nos
estagios do ciclo espermatogénico IV-VI, pois sdo 0s estagios onde encontramos espermatides

iniciais em maior quantidade, identificados com microscépio de transiluminacéo. No caso dos



tubulos seminiferos dos animais BMAL1 KO foram coletados fragmentos aleatorios, pois 0s
mesmos nao possuem diferenciacdo de estadiamento de ciclos espermatogénese, devido a
auséncia de espermatogénese completa.

Posteriormente, os fragmentos foram fixados em glutaraldeido a 3% e &cido tanico a
0,25% em tamp&o Miloning, pH 7,3, durante 2 horas em temperatura ambiente. Apos a lavagem
em tampdo, os fragmentos foram pos-fixados em tetroxido de 6smio (1%), durante 2 horas em
geladeira, e em seguida, essas amostras foram lavadas em &gua destilada e desidratadas, em
baterias de acetona em ordem crescente de concentragdo 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
ultrafinos, em ultramicr6tomo. Os cortes ultrafinos 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 solucéo de hidroxido de sodio 1N, por 6 minutos (VENABLE;
COGGESHALL, 1965). Os resultados das técnicas de microscopia eletronica de transmissao
(MET) se apresentam documentados por eletromicrografias obtidas com sistema analisador de

imagens.



4 RESULTADOS

A escolha dos grupos em diferentes faixas etarias permite uma visualizacdo mais
precisa sobre as diferencas morfoldgica dos tubulos seminifero como maturacéo, presencga de
limen celular e producdo de espermatozoides, ademais, compreender eventos importantes
como a espermatogénese e espermiogénese. Neste estudo, foi feita a analise da ultraestrutura
do nucléolo em microscopia eletronica na Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho (UNESP), tanto de camundongos Bmall selvagens (WT) e geneticamente modificados
Bmall KO quanto ao tamanho e distribuicdo de proteinas em relacdo a diferentes idades.

Na figura abaixo, esté representado o nucléolo (N), chromatoid body (CB) e envoltério
nuclear (E.N). A escolha das duas linhagens de estudo tem como fundamento avaliar a mudanga
morfoldgica do nucléolo assim como a influéncia das proteinas BMAL1 e CLOCK ou auséncia
delas. Na microscopia eletronica é possivel identificar com mais detalhes a organizagéo celular,
densidade, posicdo e tamanhos das organelas. Diante disso, percebeu-se que a linhagem
BMAL1 WT apresentou uma compactacdo maior do nucléolo nas idades jovens, adultos e
velhos em relacdo a outra linhagem. A posicao da organela pode variar, sendo mais proximo ou
mais distante do envoltério nuclear, foi observado que nos grupos de camundongos jovens a
posicdo do nucléolo esteve mais distante do envoltorio nuclear enquanto que em adultos e
velhos houve uma aproximacao.

A linhagem BMAL1 KO exibiu diferencas morfoldgicas em relacdo a compactacédo do
nucléolo, tanto nas idades jovens e adultos o nucléolo estava mais frouxo quando comparado a
linhagem BMAL1 WT, diferindo apenas nos animais velhos na qual estava semelhantemente
denso. A posicdo da organela nos jovens e adultos estava mais proxima do envoltério nuclear,
em contrapartida dos em animais velhos de WT, mas a posicdo do nucléolo nos animais
BMAL1 KO velhos se parece com jovens e adultos BMAL1 WT.



ADULTOS

Figura 1: A analise ultra-estrutural foi utilizada para acompanhar, qualitativamente, a fragmentacdo do
material nucleolar durante a espermatogénese dos modelos animais WT e KO. Na figura 1 pode-se
observar a ultra-estrutura do nucléolo, chromatoid body, mitocéndria e envoltorio nuclear nos diferentes
estagios de desenvolvimento dos camundongos. Sugere-se que a mudanca no tamanho do nucléolo assim
como a posicdo proximo do envoltério nuclear das duas linhagens pode ser um indicativo de perda de
ritmo circadiano e alteragdo das proteinas essenciais para o desenvolvimento. N=Nucléolo;

CB=chromatoid body; E.N= envoltorio nuclear.



5 DISCUSSAO

A acdo das proteinas relgios nas estruturas como Chromatoid body e Nucléolo tem
uma grande relevancia sobre a espermatogénese, espermiogénese e fertilidade porque essas
duas estruturas estdo associadas a formagdo de RNAs na transcri¢do e traducdo de proteinas
durante a formac&o da célula germinativa masculina. Animais de linhagem BMALL1 WT néo
apresentam alteracdes morfoldgicas devido a regulacéo do ciclo circadiano e também de genes
responsaveis pelo amadurecimento das células germinativas e diferenciacdo das espermatides
redondas em espermatozéide. Animais da linhagem BMAL1 KO geneticamente modificados
sinalizam uma reorganizagdo da estrutura morfolégica de CBs e nucléolo dentro dos tdbulos
seminiferos nos estagios 1V-VI do ciclo espermatogénico devido a alteracdo das proteinas
centrais do relogio como CLOCK e BMALL, com consequente reducdo na viabilidade dos
espermatozoides e deficiéncia na formacgédo de espermatides redondas (PERUQUETTI, R. et
al,. 2012).

A auséncia de Bmall em células espermatogénicas testiculares de animais BMAL1
KO ou diminuicao da expressao pode resultar no defeito direto da espermatogénese e converter-
se em problemas de infertilidade. Isso ocorre devido ao desequilibrio na organizacdo da
maquinaria CB associada ao silenciamento de mRNAs durante processos meioticos na
diferenciacdo celular, provocando uma mudanca no tamanho e compactacdo nuclear
(PERUQUETTI, R. et al,. 2012).

O tamanho do nucléolo assim como a compactacdo pode indicar envelhecimento e
longevidade. Nos animais BMAL1 WT foi observado nucléolos mais compactos e densos
indicando alta acdo da proteina fibrilarina que reduz o tamanho e estende a vida util da organela
e da célula. Nos animais BMAL1 KO foi constatado um nucléolo mais frouxo e mais disperso
dentro do envoltério nuclear manifestando dispersdo de proteinas e diferentes densidades em
relacdo a centro fibrilar (FC), centro fibrilar denso (DFC) e componente granular (GC)
(HUANG S, 2002).

O nucléolo é organizado em regibes de genes rRNA, denominado de regides
organizadora do nucléolo (NORs) ou regido cromossdmica e nele se subdivide em centro
fibrilar, centro fibrilar denso e componente granular. Na microscopia eletrénica, a analise
ultraestrutural dessas subdivisdes possuem caracteristicas especificas de coloracédo e fibrilas
finas e densamente compactadas que se distribuem amplamente nas regibes centrais e
periféricas da organela juntamente dos fatores de transcricdo e componentes granulares

enriquecidos com proteinas ribossomais e fatores de montagem (HUANG S, 2002).



A estrutura tripartida da organela composto por FC, DFC, GC pode estar sujeita ao
estresse nucleolar que tem como caracteristicas reducéo do tamanho e do volume do nucléolo,
bloqueio da sintese de rRNA mediada pela Polimerase 1 e translocacdo nucleocitoplasmatica
de proteina relacionada ao estresse nucleolar. O estresse nuclear de padrdo canénico é descrito
como perturbagdo da biogénese ribossomal associada a disturbios funcionais e estruturais que
podem levar a ruptura da homeostase celular e possivel morte celular. O estresse nuclear pode
estar associado a diversos outros fatores, mas pesquisas recentes detalharam a existéncia do
estresse reverso no nucléolo que consiste em inibigcdo das funcbes nucleolares ou estimulacao
pode causar disturbios na homeostase celular e consequentemente a morte. (LU, L. et al,. 2018).

Na Figura 1 da linhagem BMALL KO velhos presenciou-se o nucléolo mais denso em
relacdo ao grupo jovem e adulto, diante disso, o fator de compactacdo pode estar mais
relacionado ao fator de estresse da organela ao invés da longevidade uma vez que héa
perturbacdes fisio morfoldgicas e geneticas (LU, L. et al,. 2018).

Estudos publicados recentemente na revista Nature descreve que o tamanho do
nucléolo esta inversamente relacionada com a longevidade, sendo assim, nucléolos mais
compactos e densos indicam maior longevidade e saide metabdlica juntamente da fibrilarina e
biogénese do ribossomo reduzida. Diante disso, nossos resultados demonstram que
caracteristicas de nucléolos mais compactados estd presente predominantemente na linhagem
Bmall WT.



6 CONSIDERACOES FINAIS

O envelhecimento saudavel e fertilidade masculina estdo correlacionados com fatores
genéticos e morfoldgicos das células germinativas assim como eventos de espermatogénese e
espermiogénese. Neste presente estudo, foi analisado como a alteracdo dos genes reldgios
podem influenciar nas espermatides redondas e no processo de espermatogénese como um todo.

Em suma, animais Bmall KO apresentam uma maior varia¢do no tamanho do nucléolo
e CBs quando comparado com animais WT, em decorréncia da perda de ritmo circadiano no
processo de formacdo das células germinativas masculinas e oscilacdes enddgenas. A perda de
ritmo no ciclo circadiano para animais BMAL1 KO gera estresse nuclear e alteracdo na
producdo de proteinas essenciais para o desenvolvimento, além de prejudicar a saude

metabdlica e homeostase celular.
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