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Resumo

O corpo cromatdide (CB) € uma organela citoplasmatica que, aparentemente, possui
um papel no estoque de RNA e proteinas para a diferenciacdo final dos espermatozoéides.
Existem algumas teorias que tentam explicar a origem do material que compde essa
organela. Uma dessas teorias, proposta por alguns autores, sugere que o CB se origine a
partir de material nucleolar, que se fragmenta nas etapas iniciais da espermatogénese e, em
seguida, migra para o citoplasma. O objetivo do presente estudo foi acompanhar o ciclo
nucleolar por meio de andlises citoquimicas — hematoxilina-eosina (HE); azul de toluidina
(AT); variante da concentragao critica de eletrélitos (CEC); reacdo de Feulgen; impregnacao
por ions prata (AgNOR); citogenéticas — impregnag@o por fons prata (AgNOR), e andlises
ultra-estruturais — microscopia eletronica de transmissdo (MET), para verificar a relacdo da
fragmentacdo do material nucleolar com a formagao do corpo cromatéide (CB), em algumas
espécies de vertebrados: Tilapia rendalli (Teleostei, Cichlidae); Dendropsophus minutus
(Amphibia, Anura); Phrynops geoffroanus (Reptilia, Testudines) e coelho albino da raca
Nova Zelandia — Oryctolagus cuniculus (Mammalia, Lagomorpha). Por meio das andlises
citoquimicas foi possivel observar que ocorre uma fragmentacdo do material nucleolar no
inicio da profase I, em todas as espécies analisadas, e uma posterior reorganizacdo do
nucléolo no nicleo de espermatides iniciais, com uma 4area significantemente menor do que
a area do nucléolo das espermatogonias. Trés fendmenos podem contribuir para essa
diferenca significante entre as 4dreas nucleolar de espermatogbnias e espermatides: a)
Modificagdo no estado funcional da célula; b) Diminui¢do no nimero de RONs nas
espermatides; c) Migracdo de material nucleolar fragmentado para o citoplasma e passando
a fazer parte da constitui¢do quimica do CB. Por meio das andlises ultra-estruturais nos
tubulos seminiferos de 7. rendalli e D. minutus foi possivel observar que o CB comeca a se
formar no citoplasma das espermatogonias, por meio do acimulo de pequenas “nuages” que
comecam a migrar do niicleo para o citoplasma e, posteriormente, se acumulam em regides
adjacentes ao ntcleo, antes de ocorrer a fragmentacdo do material nucleolar. J4 em P.
geoffroanus e O. cuniculus esse complexo macromolecular citoplasmético somente inicia
seu processo de formacdo nos espermatdcitos primdrios. Em todas as espécies estudadas o
CB aparece completamente formado no citoplasma dos espermatdcitos primdrios, apds
ocorrer a fragmentacdo do material nucleolar. No citoplasma de espermatdcitos primarios
essa organela estd, freqiientemente, associada com aglomerados de mitocondrias, em todos
os animais utilizados. Essa estrutura também foi encontrada em associagdo com o complexo
de Golgi, nos espermatdcitos primdrios de P. geoffroanus. Nas espermétides iniciais de P.
geoffroanus e O. cuniculus o CB foi observado em associagdo com mitocdndrias e préximos
a regido de formacgao da vesicula acrossomal, o que nao foi observado em 7. rendalli € em

D. minutus. Nas espermdtides iniciais de P. geoffroanus houve a associagdo entre material



esse ribonucleoproteico e goticulas de lipidios. Nas espermatides em alongamento, de todas
as espécies estudadas, o CB foi observado na regido da formacdo da bainha mitocondrial e
cauda dos espermatozoéides, indicando que essa estrutura pode estar relacionada com o
direcionamento das mitocOndrias para a regido posterior do nicleo. Portanto, conclui-se
que, em todas as espécies estudadas, ocorre fragmentacido do material nucleolar no inicio da
préofase I e que, provavelmente, parte desse material nucleolar fragmentado migre para o
citoplasma celular, auxiliando na formac¢do do CB. Essa estrutura parece desempenhar

importantes fungdes durante a espermatogénese dessas espécies de vertebrados.

Palavras-chave: Nuclélo; Ciclo nucleolar; Corpo cromatdide; Espermatogénese; Células

germinativas; Citoquimica; Ultra-estrutura; Vertebrados.



Abstract

The chromatoid body (CB) is a cytoplasmic organelle that has a function related to
RNA and protein accumulation and / or storage for later germ-cell differentiation. Many
theories have been postulated in order to explain the origins of the CB material. One of the
most accepted theory describes that it originates from a nucleolar material, where it was
fragmented in the early spermatogenesis, and finally, this fragmented nucleolar material
migrates to cytoplasm. The aims of the present study were: 1) monitoring the nucleolar
material distribution by means of cytochemical techniques (hematoxylin—eosin (HE),
toluidine blue (TB), modified Critical Electrolyte Concentration for detecting RNA (CEC),
silver-ion impregnation (AgNOR) and Feulgen reaction), and by ultrastructural analysis
(Transmission Electron Microscopy — TEM); and 2) comparing the nucleolar material
distribution with the formation of CB in some vertebrate species: Tilapia rendalli
(Teleostei, Cichlidae); Dendropsophus minutus (Amphibia, Anura); Phrynops geoffroanus
(Reptilia, Testudines); and Oryctolagus cuniculus (Mammalia, Lagomorpha). For all
analyzed species, the cytochemical techniques showed that the nucleolar fragmentation
occurred during the beginning of prophase I, and the nucleolus reorganization occurred in
the early spermatids nucleus. Statistical tests evidenced that area of the early spermatids
nucleolus were smaller than the spermatogonia nucleolus area. Three phenomena can
contribute for the statistical difference between the spermatogonia nucleolar area and the
early spermatids nucleolar area: a) Modification of cell activity; b) Decrease of the number
of NORs in the spermatids; c) Migration of the fragmented nucleolar material from the
nucleus to the cytoplasm. This nucleolar material will participate in the CB formation
process. The ultrastructural analysis showed an accumulation of nuages, which will form
the CB before the nucleolar fragmentation, in the spermatogonia cytoplasm of 7. rendalli
and D. minutus. Otherwise in P. geoffroanus and O. cuniculus this macromolecular complex
is formed only in the primary spermatocytes cytoplasm, when the nucleolus was
fragmented. That structure was associated with mitochondrial clusters in the primary
spermatocyte cytoplasm, in all studied species. This cytoplasmic organelle was observed in
association with Golgi complex in the primary spermatocytes of P. geoffroanus. This
unique cloud-like structure of male germ cells was detected near the region of the acrosomal
vesicle formation, and it was associated with mitochondria in the early spermatids of P.
geooffroanus and O. cuniculus. This association was absent in the early spermatids of T.
rendalli and D. minutus. The CB was linked with some lipid droplets in the early spermatids
cytoplasm of P. geoffroanus. The later spermatids for all studied species had CB near the
region where the formation of mitochondrial sheath and spermatozoon tail take place, which
suggests that CB is related to the development of these structures. In conclusion, the

nucleolus was fragmented in the beginning of prophase I for all studied species. This



fragmented nucleolar material probably migrates to the cytoplasm, where it will participate
in the formation of CB. The CB seems to have some important functions related to the

spermatogenesis of some vertebrate species.

Key words: Nucleolus; Nucleolar cycle; Chromatoid body; Spermatogenesis; Germ cells;

Citochemistry; Ultrastructure; Vertebrate.
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1. Introducao

1.1. Corpo cromatoide (CB)

Toda célula germinativa do reino animal possui em seu citoplasma um actimulo de
material, chamado “nuage”. O corpo polar dos odcitos de Drosophila é, provavelmente, o
tipo mais bem conhecido de “nuage”. Em células germinativas a “nuage” recebe o nome de
corpo cromatdide (CB) (PARVINEN, 2005). O CB ¢é uma organela citoplasmatica que,
aparentemente, possui um papel no estoque de RNA e proteinas para a diferenciagio final
dos espermatozéides (SODERSTROM; PARVINEN, 1976; SAUNDERS et al., 1992). O
CB ¢é considerado um complexo macromolecular que parece ter um papel como
coordenador do controle pds-transcricional de produtos génicos em células germinativas
masculinas hapléides e também como centro de determinagdo dos destinos de RNAm
(KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007). Devido a essas caracteristicas, essa estrutura possui
fungdes importantes no processo de espermiogénese, como por exemplo, comunicagcdo
celular entre as espermitides (VENTELA et al., 2003; PERUQUETTI et al., 2008 a,b),
direcionamento de mitocondrias para a regido posterior do nicleo das espermatides (onde
auxilia na formacdo da bainha mitocondrial e flagelo do espermatozéide) (FAWCETT et al.,
1970; PERUQUETTI et al, 2008 ab) e auxilio na formagdo do acrossomo do
espermatozéide (SODERSTROM; PARVINEN, 1976; TANG et al., 1982; PERUQUETTI
et al., 2008 a,b).

Alguns autores propdem que o CB se origine a partir de material nucleolar, que se
fragmenta nas etapas iniciais da espermatogénese e migra para o citoplasma, formando
pequenas “nuages”’, que aos poucos se coalescem, originando a estrutura denominada CB
(COMINGS; OKADA, 1972; ANDERSEN, 1978; ANDONOV, 1990). A fragmentacio do
material nucleolar, nas etapas iniciais da espermatogénese, também foi demonstrada por
Takeuchi e Takeuchi (1990) e Peruquetti et al. (2008 a,b). Outros autores, porém, afirmam
que o CB origina-se a partir de um material existente entre aglomerados de mitocdndrias,
presente no citoplasma das células germinativas (FAWCETT et al., 1970). Portanto, ainda
existem muitas dividas sobre a origem e a funcio do CB e, devido a aparente importancia
dessa estrutura para o evento da espermatogénese, suas caracteristicas precisam ser melhor

esclarecidas em todas as classes animais.
1.2.Nucléolo
O nucléolo é um dominio nuclear, que esté relacionado com a compartimentalizacdo das

fungdes do niicleo (HERNANDEZ-VERDUN, 1991). E considerado um subcompartimento

nuclear altamente organizado, ndo envolto por membrana e, também, € o local onde ocorre a



biogénese dos ribossomos (GERBI et al., 2003). O nucléolo interfisico encontra-se
organizado ao redor de regides cromossOmicas denominadas “Regides Organizadoras
Nucleolares” (RONs). As RONs sdo locais dos cromossomos que possuem 0S genes que
determinam a transcri¢cdo de RNA ribossdmico (RNAr) que sdo, posteriormente, processados
em pré-ribossomos, no interior do nucléolo. Os genes ribossomais estio presentes em
seqiiéncias de DNAr, altamente repetidas em tandem, existindo, portanto, varias copias de
genes RNAr em cada RON (SUMMER, 1990). A transcri¢do dos genes RNAr ¢ realizada
pela RNA polimerase I (RNA pol I) e ocorre em uma seqiiéncia, deixando a estrutura com
um aspecto de “drvore de natal”, como observado, primeiramente, por Miller e Beatty (1969)
e, posteriormente, por Scheer et al. (1997).

O transcrito primdrio RNAr 45S é processado em RNArs maduros 18S, 5,8S e 28S e,
concomitantemente, proteinas sdo adicionadas aos pré-ribossomos nascentes e, também, o
RNAr 58S (sintetizado fora do nucléolo) vai sendo incorporado ao transcrito final (THIRY;
GOESSENS, 1996). As unidades de transcricao para o RNAr 458 s@o separadas por grandes
espacos nao transcritos ou regides intergénicas (IGR), e dentro das unidades de transcri¢do
encontram-se as regides espacadoras (TS), que possuem espacadores externos nos finais
(ETS) e espacadores internos (ITS) dentro da unidade (SCHWARZACHER; WACHTLER,
1993).

A formacdo do nucléolo é um processo dindmico ao longo da vida da célula sendo
denominado nucleologénese. Visto ao microscépio eletronico, o nucléolo geralmente
apresenta tr€s dominios nucleolares maiores: o centro fibrilar (CF), o componente fibrilar
denso (CFD) e o componente granular (CG). Contudo, durante a nucleologénese, esses
dominios nucleolares desorganizam-se e reorganizam-se, no decorrer do ciclo celular
(ZATSEPINA et al., 1997). Os CFDs formam uma rede que liga os CFs. Essa organizacio
espacial ¢ similar & descrita para nucléolos de plantas (JUNERA et al., 1995). O CF estd em
contato direto com a RON e, em sua periferia, ocorre a transcrigdio do RNAr 45S. O
processamento do RNAr e sua reunido com as proteinas e o RNAr 5S, que ird formar as
subunidades ribossdmicas maduras, ocorrem no CFD e CG (THIRY; GOESSENS, 1996).

O nucléolo possui outras func¢des, como a ligacdo e maturacdo de vérios outros tipos de
RNAs (pequenos RNAs nucleares — snRNAs) (GERBI et al., 2003). Estes snRNAs
complexam-se com proteinas formando pequenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs)
que representam uma classe estdvel de complexos RNA-proteinas encontrada no nicleo de
todas as células eucariéticas (LUHRMANN, 1990). Algumas dessas snRNPs possuem fungio
importante no processamento do pré-RNAr 458S. Por exemplo, a snRNP denominada MRP ¢
importante para a producdo do RNAr 5,8S, e, em organismos superiores, a snRNP U8 ¢é
necessdria para formar o RNAr 28S (GERBI et al., 2003). A mais estudada é a snRNP U3
que, provavelmente, estd relacionada com a clivagem do pré-RNAr 45S no local situado

entre o ITS1 e 5,8S. Foi sugerido que particulas de U3 sejam as marcacdes eletrondensas,



conhecidas como “botdes terminais”, observadas na extremidade 5° terminal das moléculas
de RNAr pré-sintetizadas (HERNANDEZ-VERDUN, 1991).

Aproximadamente 271 proteinas nucleolares estdo envolvidas na sintese e no
processamento de RNAr, porém existem outras proteinas que parecem possuir diferentes
funcdes, como: modificacdes de nucleotideos de snRNPs; biossintese de sinais de
reconhecimento de particulas; captura e liberagdo de proteinas envolvidas em silenciamento
génico (PEDERSON, 2002). Além disso, algumas proteinas que sdo responsdveis por
mecanismos de controle do ciclo celular podem ser encontradas no nucléolo, que também
possui uma proteina, denominada ARF, que é considerada supressora de tumor (CARMO-
FONSECA et al., 2000).

A composi¢io quimica do nucléolo é relativamente bem definida. E composto por
DNAr e RNAr em seus trés dominios (CF, CFD e CG). Possui vérias proteinas classificadas
como: histonas, protefnas acidicas e enzimas. As histonas estdo presentes nos trés dominios
nucleolares por estarem complexadas com DNAr. As proteinas acidicas possuem
localizacdes variadas. A fibrilarina (B36), que forma um complexo com o U3 e é um
importante fator de processamento de RNAr, é encontrada no CF e no CFD. A nucleolina
(C23), que esta relacionada com a transcricdo de DNAr e com o processamento de RNAr,
regulando a taxa de produgdo de pré-ribossomos, pode ser encontrada no CF e CFD. A
numatrina (B23), responsavel pelos estddios tardios de reunido de pré-ribossomos, é
encontrada associada com RNP pré-ribossdmicas maduras e estd envolvida no transporte de
pré-ribossomos para o citoplasma, sendo observada no CFD e CG. A ribogranulina
(52kDa), assim como a fibrilarina, também esta associada com U3 snRNA, importante para
o processamento de RNAr, sendo encontrada no CG. As enzimas também possuem
diferentes localizagdes: a RNA pol I, especifica para a sintese de RNAr € localizada no CF e
CFD; a DNA topoisomerase I, necessaria para a descondensacio do DNA no curso da
transcri¢do, ndo € especifica para DNAr e encontra-se no CF e CFD; a DNA topoisomerase
II, também € responsdvel pela mudancga na topologia da hélice de DNA e é encontrada
somente no CFD do nucléolo (MORIELLE; AZEREDO-OLIVEIRA, 2004a; THIRY;
GOESSENS, 1996). Alguns achados citoldgicos descrevem que as proteinas C23 e B23 sdo
responsdveis pela impregnacdo pelos fons prata (OCHS; BUSCH, 1984; CASSEB-
HASSAN; AZEREDO-OLIVEIRA, 1999).

1.3 Nucléolo durante a mitose

Em ciclos celulares de plantas e de animais, quando as células entram em mitose e,
consequentemente, ocorre a interrupgdo da transcricdo do DNAr, durante a préfase mitética,
os nucléolos desorganizam-se estruturalmente e, a maior parte das proteinas nucleolares,

migra para o citoplasma. Durante a divisdo mitética, parte dessas proteinas nucleolares pode



permanecer associada as RONs dos cromossomos mitéticos, dissolver-se no citoplasma ou,
ainda, ligar-se a periferia cromossOmica, como uma bainha pericromossomal.
Imediatamente apds a segregacdo dos cromossomos no final da andfase, a transcricdo do
DNAr € reativada e os nucléolos gradualmente reorganizam-se. A reorganizagdo do
nucléolo inicia-se quando o material nucleolar, formado por complexos RNA/proteinas,
condensa-se e retine-se em estruturas discretas denominadas de corpos pré-nucleolares (pré
nucleolar bodies — PNBs) que, subseqiientemente, fundem-se nas RONs cromossdmicas,
durante a tel6fase ou no inicio da intérfase, fornecendo, assim, a base da formacgdo de
nucléolos interfasicos maduros (OCHS et al., 1985; FAKAN; HERNANDEZ-VERDUM,
1986; WACHTLER; STHAL, 1993; SCHARZACHER; WACHTLER, 1993; GONZALES-
GARCIA et al., 1995; MELLO, 1995; BARAN et al. 1997; FLECHON; KOPECNY, 1998;
DUNDR et al., 2000; BARAN et al., 2002). Vérios estudos t€ém procurado caracterizar esses
corpos pré-nucleolares. Os PNBs tem sido descritos como estruturas fibrogranulares densas
de tamanho e morfologias varidveis, as quais conttm RNA e proteinas B23, C23, No38 e
que se destacam pela impregnagdo argéntica (OCHS et al., 1985; FLECHON; KOPECNY,
1998). Também foi verificado que a fusdo dos PNBs, no final da teléfase, pode ser
impedida por tratamentos que empregam, por exemplo, doses baixas de actinomicina-D,
resultando em um actimulo de células com inimeros PNBs distribuidos aleatoriamente no

interior do nucleo interfasico (OCHS et al., 1985).

1.4. Nucléolo durante a meiose

Alguns estudos foram realizados, com o objetivo de acompanhar o ciclo nucleolar
durante a divisdo meidtica, como os estudos utilizando-se células germinativas dos tibulos
seminiferos de insetos hematéfagos da familia Triatominae (TARTAROTTI; AZEREDO-
OLIVEIRA, 1999; SEVERI-AGUIAR et al., 2002; MORIELLE; AZEREDO-OLIVEIRA,
2004b) e estudos no epitélio seminifero de roedores (PERUQUETTI et al., 2008 a,b).
Porém, ainda hd muito para ser descrito sobre este fendmeno.

Nos trabalhos de Peruquetti et al. (2008 a,b), foram utilizadas vérias técnicas
citoquimicas, como, a técnica de Impregnagdo por fons Prata (AgNOR), Reticulina de
GOmori, azul de toluidina (AT), variante da concentracao eletrolitica critica (CEC), reacdo
de Feulgen, Fast green alcalino e Fast green dcido. Com base na anélise e interpretacdo de
todas as técnicas utilizadas, pode ser observada uma fragmentacdo do nucléolo e possivel
migracdo de parte desse material nucleolar fragmentado para o citoplasma dos
espermatdcitos primdrios e, conseqiientemente, uma aparente diminui¢do do volume
nucleolar que se reorganiza no nucleo das espermdtides iniciais. O fendmeno da
desorganizacgdo e reorganizacdo do material nucleolar, no epitélio germinativo, j4 havia sido

observado por Takeuchi e Takeuchi (1990) em estudos utilizando-se células germinativas de



camundongo. Essas observacdes sugerem que a migracdo do material nucleolar para o
citoplasma dos espermatdcitos primarios, possivelmente, estd relacionada com a formacio
do corpo cromatéide (CB). Ainda nos estudos, realizados por Peruquetti et al. (2008 a,b), foi
observada a marcacdo dos “corpos residuais” ou “esferas cromatofilicas”, na luz dos tibulos
seminiferos, de uma forma muito semelhante a marca¢do do material nucleolar, indicando
que essas duas estruturas possuem uma composi¢do quimica muito semelhante. Esse achado
bioldgico refor¢a a idéia de que o CB possui uma origem nucleolar, pois no final da
diferenciacdo das espermaétides, o CB € eliminado juntamente com os restos citoplasmadticos
para a luz do tdbulo seminifero, constituindo grande parte dos “corpos residuais”. Também
nesses mesmos trabalhos, por meio da andlise ultra-estrutural de tibulos seminiferos de
roedores, utilizando-se microscopia eletronica de transmissdo (MET), a presenca de
material nucleolar pdde ser identificada, préximo a regides de complexo sinaptoné€mico
(CS), nos espermatdcitos primdrios. A andlise ultra-estrutural revela a migracdo desse
componente do nicleo para o citoplasma de espermatdcitos primérios, através do complexo
do poro, ocasionando a formacgdo de pequenas ‘“nuages”, que se coalescem, formando o CB.
As observacdes acima descritas reforcam a idéia de que o CB tenha uma funcio de estoque
de RNAm e proteinas, que sdo utilizados nas fases finais da espermiogénese, como ja
proposto por outros autores (FIGUEROA; BURZIO, 1998; MORALES; HECHT, 1994;
SONDERSTROM; PARVINEN, 1976; SONDERSTROM, 1977; MOUSSA et al., 1994;
OKO et al., 1996), e, também, comprova que o CB ¢é formado a partir de um material que
migra do nucleo para o citoplasma, diferentemente do que foi proposto por Fawcett et al.
(1970), que afirmavam que o CB originava-se a partir de um material inter-mitocondrial.
Saunders et al. (1992) demonstraram que o0 TP2RNAm, que serd traduzido em um tipo de
proteina bésica nado-histonica (que serd responsdvel pela compactacdo do nicleo das
espermatides), € transcrito no inicio do processo de diferenciacdo e, posteriormente, é
enviado para o citoplasma, onde fica armazenado de forma inativa, em uma estrutura
perinuclear até¢ o momento da traducdo. H4 indicios de que essa estrutura perinuclear possa
ser o CB. Sendo assim, o CB também pode atuar na compactacdo do nicleo de
espermadtides.

Nas espermdtides iniciais foi observado que o CB localizava-se em intimo contato
com o complexo de Golgi e, também, com as vesiculas emitidas por essa organela
(PERUQUETTI et al., 2008 a,b), o que poderia indicar uma atuacdo na formacdo do
acrossomo (SODERSTROM; PARVINEN, 1976; TANG et al., 1982). Também pode ser
inferido que a ligacdo entre o complexo de Golgi e o CB pode estar relacionada com o
acimulo de enzimas provindas do complexo de Golgi e que se depositam ao redor do CB,
para acdo na regido posterior do nicleo, nas fases finais da espermiogénese (ANTON,
1983). Também foi demonstrada a associa¢do entre o CB e depdsitos de gordura no

citoplasma de espermatides em alongamento, indicando que esta estrutura pode participar



na absorcdo e no metabolismo de hormonios esterdides, nessas células germinativas em
fases finais de diferenciacio (PERUQUETTI et al., 2008 b).

A movimentacdo do CB através de pontes citoplasmaticas foi observada por Venteld
et al. (2003) e Peruquetti et al. (2008 a,b), sugerindo que esse fendmeno € importante para a
divisdo dos produtos do genoma hapldide das espermdtides. Venteld et al. (2003)
demonstraram o transporte da proteina TRAS54, que € processada no complexo de Golgi de
espermatides e, em seguida, enviada para o sistema acrossémico da espermatide vizinha,
provavelmente por meio da agdo do CB. Em espermadtides, foi observada, também, a intima
associacdo do CB com aglomerados de mitocondrias (PERUQUETTI et al. 2008 a,b;
FAWCETT et al., 1970) e com a regido da manchete e anulo (PERUQUETTI et al. 2008
a,b; PHILLIPS, 1974; SOLEY, 1994), dados que permitem concluir que o CB € importante
na formacdo da bainha mitocondrial, da peca intermedidria e do flagelo dos

espermatozoides.

2. Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi acompanhar o ciclo nucleolar por meio de anélises
citoquimicas, aplicadas em cortes histolégicos e em preparagdes citogenéticas de tiibulos
seminiferos, e também por andlises ultra-estruturais do mesmo material, verificando a
relacdo da fragmentacdo do material nucleolar, durante a divisdo meidtica, com a formagao
do corpo cromatdide (CB), durante o processo de espermatog€nese em quatro espécies de
diferentes grupos de vertebrados: Tilapia rendalli (Teleostei, Cichlidae), Dendropsophus
minutus (Amphibia, Anura), Phrynops geoffroanus (Reptilia, Testudines) e coelho albino da

raca Nova Zelandia — Oryctolagus cuniculus (Mammalia, Lagomorpha).
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Resumo

O corpo cromatdide (CB) € uma organela citoplasmdtica caracteristica de
células germinativas e tem sido indicada como uma “reserva” ou “estoque” de RNA e
proteinas para a diferenciacio final dos espermatozoides. Acredita-se que essa estrutura
citoplasmadtica seja parcialmente formada a partir de material nucleolar, que se
fragmenta e se desorganiza no decorrer do processo de espermatogénese. Sendo assim,
o objetivo do presente estudo foi acompanhar o ciclo nucleolar durante a
espermatogénese de Tilapia rendalli (Teleostei, Cichlidae), e correlacionar esse ciclo
nucleolar com a formacao do CB nessa espécie de peixe. Para acompanhar o processo
de desorganizacdo e reorganizacdo do nucléolo durante a espermatogénese foram
utilizadas algumas técnicas citoquimicas, como, Hematoxilina-eosina (HE), azul de
toluidina (AT), variante da concentracdo critica de eletrdlitos (CEC), reacdo de Feulgen
e impregnacdo por fons prata (AgNOR) em cortes histoldgicos de testiculos maduros de
T. rendalli e, também, foi empregada a técnica de AgNOR em preparacdes
citogenéticas do mesmo tecido. O niimero de nucléolos presentes nas espermatogonias
e nas espermadtides iniciais foi determinado e comparado por Andlise de Variincia de
duas vias, completada pelo teste LSD para comparagdes multiplas. As dreas nuclear e
nucleolar das espermatogdnias e espermatides iniciais foram mensuradas e, em seguida,
comparadas por meio da aplicacdo do teste t independente. Para acompanhar a formagao
do CB no epitélio germinativo de 7. rendalli foi aplicada a técnica convencional para
andlise em microscopia eletrdnica de transmissdo (MET). As técnicas citoquimicas
aplicadas nos cortes histolégicos e nas preparagdes citogenéticas, evidenciaram que
ocorre uma desorganizacdo e, conseqiientemente, uma fragmentagcdo do material
nucleolar enquanto os espermatdcitos primarios estdo no leptéteno da profase I
meidtica. O nucléolo volta a se reorganizar no nicleo das espermatides iniciais, porém
nas espermatides finais e nos espermatozéides maduros, ndo € mais possivel a
observagdo de material nucleolar organizado. Ndo houve diferenca entre o niimero de
nucléolos organizados presentes no nucleo das espermatogdnias e das espermadtides
iniciais, porém a drea nucleolar foi significantemente maior nas espermatogdnias em
relacdo a drea nucleolar das espermadtides iniciais, indicando que ocorre uma reducao da
area nucleolar durante a divisdo meidtica. Por meio da andlise ultra-estrutural foi
possivel observar que o CB comeca a se formar discretamente, no citoplasma das
espermatogdnias, somente atingindo seu maior volume no citoplasma dos
espermatdcitos primarios, fase onde estd havendo a fragmentacao do material nucleolar.
O CB foi freqiientemente observado em associacdo com aglomerados de mitocOndrias,
tanto no citoplasma dos espermatdcitos primdrios quanto no citoplasma das

espermdtides iniciais e finais, sendo que nos espermatdcitos primdrios e nas



espermatides iniciais essa associa¢do foi observada em posi¢des adjacentes ao nicleo e
nas espermdtides em alongamento essa mesma associacdo foi observada na regifo
posterior do nicleo, onde haverd formacdo da bainha mitocondrial e cauda dos
espermatozdides. Portanto, em 7. rendalli o nucléolo parece estar relacionado com a
formacdo do CB, pois no momento em que ocorre a fragmentacdo do nucléolo, nos
espermatocitos primdrios, o CB atinge sua maior drea no citoplasma, iniciando o
desempenho de suas importantes fungdes durante a espermatogé€nese. Quando ocorre a
reorganizacdo do nucléolo nas espermadtides iniciais, 0 mesmo apresenta uma area
menor, devido a varios fatores, entre eles essa possivel migracdo de material nucleolar

do nicleo para o citoplasma, para auxiliar na formagao do CB.

1. Introducao

Toda célula germinativa do reino animal possui em seu citoplasma, um acimulo
de material que é denominado “nuage”. O corpo polar dos odécitos de Drosophila é,
provavelmente, o tipo mais bem conhecido de “nuage”. Em células germinativas a
“nuage” € conhecida como corpo cromatdide (CB) (Parvinen, 2005). O CB € uma
organela citoplasmética que, aparentemente, funciona como uma “reserva’ ou
“estoque” de RNA e proteinas para a diferenciacdo final dos espermatozéides
(Soderstrom e Parvinen, 1976a; Saunders et al., 1992). O CB é considerado um
complexo macromolecular que parece ter um papel como coordenador do controle pés-
transcricional de produtos gé€nicos em células germinativas masculinas hapldides e,
também, como centro de determinag¢do dos destinos de RNAm (Kotaja et al., 2006;
Kotaja e Sassone-Corsi, 2007). Andlises ultra-estruturais revelaram que o CB possui
uma estrutura porosa, contendo regides que apresentam diferentes eletro-densidades
(Figueroa e Burzio, 1998). A origem dessa estrutura citoplasmadtica ainda permanece
incerta. Alguns autores defendem a idéia de que o CB seja proveniente de algum
produto nuclear, que atravessa o complexo de poro em direcdo ao citoplasma das
células (Parvinen e Parvinen, 1979; Parvinen et al., 1997). Existem autores que afirmam
que o CB se origina a partir do acimulo de um material inter-mitocondrial, no
citoplasma das espermétides (Fawcett et al., 1970) ou de alguns produtos mitocondriais
que sdo liberados para o citoplasma celular (Reunov et al., 2000). Porém, outros autores
acreditam que o CB seja uma estrutura derivada da fragmentacdo e migracdo de
material nucleolar do nidcleo para o citoplasma (Comings e Okada, 1972; Andersen,
1978; Andonov, 1990; Peruquetti et al., 2008 a,b).

O nucléolo é um dominio territorial nuclear, que estd relacionado com a
compartimentaliza¢io das fun¢des do nicleo (Hernandez-Verdun, 1991). E considerado

um subcompartimento nuclear, altamente organizado e nao envolto por membrana, e a



principal fungdo atribuida ao nucléolo € o seu papel na biogé€nese de ribossomos (Gerbi
et al,, 2003; Boisvert et al., 2007; Sirri et al., 2008). A maquinaria nucleolar de
biogénese de ribossomos esta distribuida em trés compartimentos nucleolares distintos,
que podem ser observados em microscopia eletronica de transmissdo (MET): centro
fibrilar (CF), componente fibrilar denso (CFD) e componente granular (CG). Cada um
desses compartimentos abrigam etapas diferentes da biogénese de ribossomos, desde a
transcricdo de RNAr, maturacdo e splicing dos RNArs imaturos, até a reunido das
particulas pré-ribossomais (Sirri et al., 2008). A grande maioria das proteinas
nucleolares estdo envolvidas na sintese e no processamento de RNAr, porém existem
algumas proteinas que possuem diferentes fun¢des, como: modificacdes de nucleotideos
de snRNPs; biossintese de sinais de reconhecimento de particulas; captura e liberacio
de proteinas envolvidas em silenciamento génico (Pederson, 2002). Além disso,
proteinas como a Netl, Cdc14 e Sir2, que sdo responsaveis por mecanismos de controle
do ciclo celular, podem ser encontradas nos compartimentos nucleolares (Shou et al.,
1999; Straight et al., 1999; Visitin et al., 1999; Garcia e Pillus, 1999), além de proteinas
supressoras de tumor, como a ARF (Carmo-Fonseca et al.,, 2000) e a p5S3 e a Myc
(Montanaro et al., 2007). O nucléolo de células germinativas também pode atuar no
controle do ciclo celular meidtico, pois abriga as proteinas Pch2 e Sir2, que estio
ligadas ao silenciamento cromatinico e a promog¢do do checkpoint do paquiteno (San-
Segundo e Roeder, 1999).

Muitos estudos t€m sido realizados com a intencao de descrever a localizagao e
funcdo do CB durante a espermatogénese de vdirias espécies de animais, tanto
vertebrados quanto invertebrados (Parvinen, 2005; Yokota, 2008), porém poucos desses
estudos sdo realizados durante a reproducio de peixes (por exemplo, Braat et al., 1999;
Knaut et al., 2000). Além disso, nenhum desses trabalhos tentou relacionar o ciclo
nucleolar, e a conseqiiente fragmentagdo do nucléolo, durante a divisdo meidtica, com a
formacdo do CB durante o processo de espermatogénese.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi acompanhar o ciclo nucleolar no
decorrer da espermatogénese de Tilapia rendalli (Teleostei, Cichlidae), uma espécie
que, por interesses sdcio-econdmicos, vem sendo introduzida no Brasil desde 1956
(Gurgel e Fernando, 1994; Soares et al., 2004), e correlacionar esse ciclo nucleolar com

a formacao do CB nessa espécie de peixe.

2. Material e Método

Foram utilizados cinco machos adultos de Tilapia rendalli (Teleostei, Cichlidae)

provenientes da Mini-Estacdo de Piscicultura do CAUNESP / UNESP, Sao José do Rio

Preto, SP. Apds a coleta dos exemplares, os mesmos foram aclimatados em caixas de



cimento amianto 500 L (1 peixe . 5L°") durante 15 dias. A dgua foi mantidaa 27°Ce o
fotoperiodo foi controlado em 12 h (7:00 as 19:00 h). Filtro bioldgico e aerag@do
constante garantiram a qualidade da dgua. Os animais foram alimentados com rag@o
para peixes tropicais (28% de proteina), oferecida em excesso no inicio da manha e no
final da tarde.

Apés o periodo de aclimatacio, os espécimes foram mortos por imersdo em dose
letal de anestésico (benzocaina: 25,6 mg/L). Em seguida, os animais foram pesados e

dissecados para a retirada das gonadas.

Analises Citoquimicas

Os testiculos maduros dos exemplares de T. rendalli foram removidos e,
imediatamente, fixados em Karnovisky, para posterior inclusdo em historesina. Desses
fragmentos testiculares foram obtidos cortes de 3 pm em micrétomo Leica RM 2155.
Esses cortes foram submetidos a algumas técnicas citoquimicas para acompanhar a
distribuicdo do material nucleolar nas células germinativas. As técnicas citoquimicas
utilizadas foram: Hematoxilina-Eosina (Ribeiro e Lima, 2000); azul de toluidina (AT)
pH 4,0 (Mello e Vidal, 1980); Variante da técnica da Concentracdo Critica de
Eletrélitos (CEC) (Mello et al., 1993); reacdo de Feulgen (Mello e Vidal, 1980, com
modifica¢des); Impregnacio pelos fons prata (AgNOR) (Howell e Black, 1980). Todas
as laminas foram analisadas em microscépio Olympus BX60, com sistema analisador de
imagem Image Pro-Plus — Média Cybernetics, Versao 6.1 para Windows.

Além das andlises qualitativas da distribui¢do do material nucleolar, os cortes
histolégicos impregnados pela prata também foram utilizados para a realizacdo de
algumas andlises quantitativas: andlise do ntmero de nucléolos presentes nas
espermatogdnias e nas espermadtides iniciais; e andlises das areas nuclear e nucleolar nas

espermatogdnias e nas espermatides iniciais.

Analise do nimero de nucléolos presentes nas espermatogdnias e nas espermatides

Foram analisadas 130,8 + 48,1 espermatogonias e 145,0 £ 5,05 espermadtides
iniciais, de cada peixe utilizado (n=5). O nimero de nucléolos foi determinado para as
todas as espermatogdnias e as espermatides iniciais analisadas, em cada um dos cinco
animais. Apds a determinacdo de todos os valores absolutos, procedeu-se o célculo da
porcentagem do nimero de nucléolos existentes em cada tipo celular analisado. A
porcentagem de células com diferente nimero de nucléolos foi utilizada devido a

varia¢do do nimero de células mensuradas em cada animal (n=5).



Analises das areas nuclear e nucleolar nas espermatogonias € nas espermatides iniciais

As células analisadas anteriormente foram fotodocumentadas em um
microscopio Olympus BX 40, com sistema analisador de imagem Image Pro-Plus —
Média Cybernetics, Versao 4.5 para Windows. Posteriormente, foram realizadas
medidas das dreas nuclear e nucleolar dessas células, em sistema analisador de imagens
Image J — Image Processing and Analysis in Java, Versio 1.40
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Para as células com um unico nucléolo, a medida da area
obtida era prontamente mensurada. J4 para as células que possuiam dois ou mais
nucléolos, considerou-se como drea nucleolar total (utilizada para realizacdo das

andlises), a soma das areas de cada nucléolo.

Analise dos dados

A normalidade dos dados foi testada por meio da andlise do Skewness e do
Kurtosis (Ha & Ha, 2007) e a homogeneidade de variancia pelo teste F max (Zar, 1999).
O ndmero de nucléolos foi comparado entre espermatogdnias e espermadtides iniciais e
dentro do mesmo tipo celular por Andlise de Variancia de duas vias, completada pelo
teste LSD para comparacdes miuiltiplas (Zar, 1999). Ja as dreas nucleares e nucleolares
das espermatogdnias foram comparadas com as 4dreas nucleares e nucleolares das
espermatides iniciais, por meio do teste t independente (Zar, 1999). Para significancia

estatistica, foi considerado p < 0,05, em todas as anélises utilizadas.

Analise citogenética

Os testiculos maduros dos exemplares de 7. rendalli foram preparados seguindo
o procedimento de Kligerman e Bloom (1977), adaptado por Bertollo (1978) que
consiste em seccionar os testiculos em fragmentos pequenos e trati-los com uma
solu¢do hipotdnica de KCI 0,075 M durante 20 minutos e, logo em seguida, fixar o
material durante 10 minutos em metanol: &4cido acético (3:1) recém-preparado,
repetindo o processo de fixacdo mais uma vez. O material foi, entdo, retirado do fixador
e alguns fragmentos do 6rgao foram transferidos para uma placa escavada, onde foram
adicionadas de duas a trés gotas de 4dcido acético a 50%. O material foi fragmentado
com cuidado com intuito de se obter uma suspensdo celular e com uma pipeta Pasteur,
foi colocada uma gota de suspensdo sobre uma lamina aquecida a 30-35°C, re-
aspirando-a imediatamente (esse procedimento foi repetido em mais dois ou trés
campos da lamina). Em seguida, as 1dminas foram submetidas a técnica de Impregnacao

por ions prata (AgNOR) (Howell e Black, 1980) para visualizagdo e acompanhamento



do material nucleolar durante a divisdo meidtica das células germinativas. Todas as
laminas foram analisadas em microscépio Olympus BX60, com sistema analisador de

imagem Image Pro-Plus — Média Cybernetics, Versdo 6.1 para Windows.

Analise ultra-estrutural (MET)

Amostras testiculares dos espécimes utilizados foram fixadas em glutaraldeido a
3% e 4cido tinico a 0,25% em tampao Miloning, pH 7,3, durante 2 horas em
temperatura ambiente. Ap6s a lavagem em tampdo, os fragmentos foram pds-fixados
em tetréxido de 6smio (1%), durante 2 horas em geladeira, e em seguida, essas amostras
foram lavadas em &4gua destilada e desidratadas, em baterias de acetona em ordem
crescente de concentracdo e passaram por uma infiltracao em araldite pura por 2 horas,
a 37°C. Desses fragmentos testiculares incluidos em araldite, foram obtidos cortes semi-
finos e ultra-finos, em ultramicrétomo Leica Ultracut UCT. 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 sddio 1IN, por 6 minutos (Venable e Coggeshall, 1965). Os resultados das técnicas de
microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) foram documentados por
eletromicrografias obtidas em microscopio eletrdnico de transmissdo Leo-Zeiss
(Cambridge, UK) 906 com sistema analisador de imagens ITEM (Soft Image System —
Camera Veleta 2K x 2K TEM CCD Camera).

Nota ética

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagio

Animal (CEEA) — UNESP / Botucatu — SP, sob protocolo n°057/06.

3. Resultados

Analises citoquimicas

Cortes histolégicos dos tdbulos seminiferos de Tilapia rendalli foram
submetidos a diversos procedimentos citoquimicos. A técnica de Hematoxilina-Eosina
(HE) foi utilizada para andlise geral da morfologia do tecido analisado, evidenciando
um padrdo de espermatogénese em cistos, com as espermatogdnias distribuidas ao longo
do comprimento do tibulo (Figura 1A). A andlise da estrutura tubular dos testiculos
maduros analisados e a identificacio das células germinativas foram feitas,

respectivamente, segundo Grier (1981) e Hyder (1965). A técnica de azul de toluidina



(AT) permitiu observar que as células do epitélio germinativo possuiam uma intensa
metacromasia em todos os dominios nucleares (Figuras 1C, 1D e 1E), e também uma
basofilia citoplasmdtica. O grau de metacromasia, geralmente, variou com o nivel de
compactagdo do material genético, com a ploidia do nicleo celular e com a intensidade
de complexacdo dos acidos nucléicos com corpusculos de ribonucleoproteinas (RNPs).
A técnica de coloracdo pelo AT foi utilizada como controle para a técnica variante da
concentragdo critica de eletrdlitos (CEC) (Figura 1B). Com a aplicagdo desse
procedimento foi possivel observar a presenca de nucléolo organizado nas
espermatogdnias (Figura 1F), material nucleolar fragmentado e distribuido ao redor dos
cromossomos nos espermatécitos primdrios (Figura 1G), e auséncia de marcagdo
nucleolar ou marcacio nucleolar muito fraca nas espermatides iniciais (Figura 1H). A
técnica de variante de CEC também permitiu observar a presenga de alguns corpos
residuais no limen do tdbulo seminifero, onde os espermatozéides em maturagdo sao
liberados (Figura 1B). A técnica citoquimica especifica para deteccdo de DNA (reacdo
de Feulgen) revelou todos os nicleos das células germinativas em cor pdrpura, variando
em intensidade de acordo com o grau de ploidia, estado funcional e compactacdo da
cromatina das células. Dessa forma, as células de Sertoli, espermatogdnias (Figura 1) e
espermdtides iniciais (Figura 1K) mostraram a cromatina levemente corada em rosa,
enquanto que as demais células do epitélio germinativo, como 0s espermaticitos
primérios (Figura 1J), as espermatides proximas a luz do tibulo e os espermatozéides
apresentaram-se com uma coloracdo mais intensa. Pode-se observar a presenca de
regides heterocromaticas destacadas mais fortemente, sempre em associagdo com halos
claros, que indicam a presenga de material nucleolar (Figuras 11, 1J e 1K). Pode ser
notado que as 4reas claras sdo mais evidentes nas espermatogdnias e nos espermatdcitos
primdrios do que nas espermatides iniciais, indicando a ocorréncia de fragmentacio e
diminui¢do da 4area nucleolar nas nesse tipo celular. A impregnacdo pelos fons prata
(AgNOR) evidenciou as regides nucleolares das diferentes células do tibulo seminifero,
sendo que nas espermatogdnias o nucléolo foi claramente destacado (Figura 1L),
enquanto que nos espermatdcitos primdrios (Figura 1M) e nas espermétides iniciais

(Figura 1IN), o nucléolo apresentou-se fragmentado e com 4rea reduzida.

Anadlise do nimero de nucléolos presentes nas espermatogdnias e nas espermatides

iniciais

Nao houve interagdo entre o tipo celular e o numero de nucléolos (F = 0,5788; p
= 0,633). No entanto, houve diferen¢a no nimero de nucléolos em cada tipo celular (F =
826,10; p = 0,000). Todas as espermatogdnias e espermdtides iniciais analisadas

possuiam entre 1 e 4 nucléolos. A maioria das células apresentaram apenas 1 nucléolo



(LSD, p< 0,000). O ndmero de células com 2 nucléolos foi maior do que com 3 e 4
nucléolos (LSD, p< 0,000). As porcentagens de espermatogonias e espermatides iniciais
com maior nimero de nucléolos (trés e quatro) foram semelhantes (LSD, p= 0,355).
Nao houve diferenca no nimero de nucléolos entre os dois tipos celulares analisados (F

=0,01902; p =0,891) (Figura 2).

Anadlises das dreas nuclear e nucleolar nas espermatogdnias e nas espermatides iniciais

Foi encontrada diferenca significante entre as dareas nucleares das
espermatogdnias e das espermadtides iniciais (t = 7,15; p = 0,000097) e, entre as areas
nucleolares das espermatogonias e das espermatides iniciais (t = 12,40; p = 0,0000002).
Em ambos os casos, a drea nas espermatogénias foi maior do que nas espermadtides

iniciais (Figura 3).

Analise citogenética

Nas preparagdes citogenéticas impregnadas pela prata foi possivel encontrar
espermatogdnias em metéafase, revelando um nimero cromossémico dipléide 2n = 44
(Figuras 4A e 4B), sendo que alguns cromossomos apresentaram regides mais
fortemente coradas, indicando a localizacdo das regides organizadoras nucleolar
(RONSs) nessas posigdes. As espermatogdnias em intérfase apresentaram nucléolos
centrais organizados (Figura 4C). Nos espermatdcitos primarios em zigéteno (Figura
4D) e em paquiteno (Figura 4E) ndo foram observados corpusculos nucleolares,
demonstrando uma completa desorganizacdo do nucléolo nesses estigios. Durante as
fases de metafase I (Figura 4F) e metafase II (Figura 4G) nao foi detectada a presenca
de material nucleolar organizado, porém os cromossomos apresentaram-se altamente
impregnados pela prata. Células em tel6fase II foram observadas com nicleo fortemente
impregnado pela prata (Figura 4H). Espermétides iniciais (redondas) e espermatides em
alongamento foram observadas apresentando corpuisculos nucleolares no centro do
nucleo (Figuras 41 e 4]), porém a 4rea nucleolar foi, aparentemente, menor do que a 4rea

nucleolar das espermatogonias.

Analise ultra-estrutural (MET)

Os fragmentos testiculares de 7. rendalli foram analisados ultra — estruturalmente
(Figuras 5 e 6). Nas figuras SA e 5B pode-se observar a ultra-estrutura de uma
espermatogdnia com nucléolo totalmente organizado e o inicio da formagao de algumas

“nuages” no citoplasma. Essas aglomeragdes de material ribonucleoproteico estio,



provavelmente, sendo formadas por meio de produtos nucleares que estao saindo do
nicleo, através do complexo de poro, e se acumulando em regides adjacentes ao
envoltério nuclear. As espermatogbnias apresentaram nucléolo em camadas
concéntricas (Figura 5C). Na figura 5D foi possivel observar um espermatdcito primario
com material nucleolar visivelmente em fragmentacdo e, no citoplasma, pode-se
observar o CB com uma grande 4rea e préximo a aglomerados de mitocondrias. E
possivel observar a presenca de uma material ribonucleoproteico, semelhante ao que
estd migrando do niicleo para o citoplasma, préximo a complexos sinaptoné€micos, no
nicleo de espermatdcitos primarios (Figura 5G) . No citoplasma de espermatdcitos
primérios o CB raramente € observado isolado (Figura 5H), na maioria das vezes o CB é
observado em associacdo com aglomerados de mitocondrias (Figuras 5D, SE, 5G) e
algumas vezes o CB € observado totalmente envolto por mitocondrias (Figura 5F). Em
espermatides em alongamento o CB comeca a adquirir um aspecto granulado (Figura
6A), e parece sofrer uma redugdo de drea sendo sempre observado em associagdo com
mitocOndrias que estdo sendo direcionadas para a regido de formacdo da bainha
mitocondrial (Figura 6C) e em associacdo com os centriolos da regido onde haverd a
formacdo da cauda do espermatozéide (Figuras 6B e 6D). Nas espermatides finais, ja
diferenciadas, ndo foi possivel observar a presenga de acimulo de material

ribonucleoprotéico em nenhuma regido celular (Figuras 6E e 6F).

4. Discussao

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a fragmentacdo nucleolar,
durante a meiose masculina de Tilapia rendalli, e verificar sua relacdo com a formagao
do corpo cromatéide (CB).

O nucléolo € um dominio nuclear, que estd relacionado com a
compartimentalizagdo das fun¢des do nicleo (Hernandez-Verdun, 1991), sendo que a
principal funcdo atribuida ao nucléolo esté relacionada com sua ativa e imprescindivel
participacdo na biogénese de ribossomos (Gerbi et al., 2003; Boisvert et al., 2007; Sirri
et al., 2008). Embora o nucléolo seja preliminarmente associado com a biogénese de
ribossomos, vdrias linhas de pesquisa tém demonstrado que ele possui fungdes
adicionais. Algumas dessas funcdes sdo: regulacdo da mitose, progressdo do ciclo
celular e da proliferacdo celular, muitas formas de resposta ao estresse celular,
biogénese de muitas particulas de ribonucleoproteinas e relacdo como algumas doencas
humanas como o céncer, infeccdes virais e doencgas degenerativas (Boisvert et al. 2007).
O tamanho do nucléolo aumenta e diminui em células em crescimento e células em
periodo de restri¢do, e ele se organiza e se desorganiza a cada ciclo celular mitético ou

meidtico (Pikaard, 2002; Teruel et al., 2007). Além disso, o préprio nucléolo abriga as



proteinas Pch2 e Sir2 que s@o responsaveis pelo checkpoint do paquiteno, reprimindo a
recombinacdo nas regides de DNAr (Garcia e Pillus, 1999; San-Segundo e Roeder,
1999).

Por meio da aplicacdo de algumas técnicas citoquimicas, aplicadas em cortes
histolégicos e preparacdes citogenéticas de tibulos seminiferos de 7. rendalli, foi
detectado que em espermatogdnias sdo observados de 1 a 4 corpusculos nucleolares
organizados. Ja nos espermatdcitos primdrios ocorre uma completa fragmentacdo do
nucléolo, durante o leptéteno da préfase I e, posteriormente, nas espermatides iniciais,
ocorre a reorganizacdo da estrutura nucleolar, podendo novamente ser observado de 1 a
4 corptsculos nucleolares organizados, logo apds o final da segunda divisdo meidtica.
Esse fenomeno da fragmentacao nucleolar durante a préfase I e, posterior reorganizacao
desses nucléolos nas espermdtides iniciais, ja foi amplamente descrito em vérios
trabalhos (por exemplo, Takeuchi e Takeuchi, 1990; Peruquetti et al. 2008a,b). Também
ja foi observada a diminui¢do da quantidade das proteinas C23 e B23, presentes no CF e
CFD e que sdo responsdveis, respectivamente, pela transcricao de RNAr e clivagem dos
pré-RNAr, no nucléolo de espermatdcitos e espermatides de camundongo (Biggiogera
et al.,1991). Todos esses dados indicam a ocorréncia de fragmentacdo nucleolar no
inicio préfase meidtica e sua posterior reorganizacio no nicleo de espermadtides iniciais.
Também é descrito que, em alguns cordados, hd uma vigorosa atividade nucleolar na
profase I, com atividade médxima em paquiteno (Hofgirtner et al, 1979; Schmid et al.,
1982; Wachtler e Stahl, 1993; Teruel et al, 2007). Esse fato ndo foi observado em T.
rendalli, onde a atividade nucleolar perdurou somente até leptéteno, pois no zigéteno
nio observamos mais nenhum nucléolo organizado. Esse processo de fragmentacio
nucleolar assemelha-se muito com o processo que ocorre em humanos, onde a
fragmentacdo nucleolar ocorre ja nas espermatogonias B, indicando a ocorréncia de
interrup¢do da transcricdo de DNAr no estdgio de pré-leptdteno. (Hartung et al., 1990).
Nas espermatides finais e nos espermatozéides maduros os nucléolos desorganizam-se
novamente e nido foram mais observados. A presenca do nucléolo no espermatozéide
ndo € necessdria, uma vez que apds a fecundagcdo os nucléolos dos pré-nicleos
masculino e feminino sdo, ambos, de origem materna. Trabalhos recentes demonstraram
que o nucléolo materno, junto com outros elementos nucleoplasméticos, sdo essenciais
para o desenvolvimento embriondrio (Lefreve, 2008).

O nidmero de nucléolos presentes nas espermatogbnias e nas espermatides
iniciais foi registrado e comparado, para verificar se ocorre uma diminuicdo desse
nimero, apds a divisdo celular meidtica. Nao houve diferencga significante no nimero de
nucléolos entre os dois tipos celulares analisados, sendo que, tanto as espermatogdnias
quanto as espermdtides iniciais, em sua grande maioria, apresentaram um unico

nucléolo. Células com dois nucléolos foram observadas em segunda maior quantidade



e, células com trés e quatro nucléolos, foram observadas com uma freqii€ncia muito
baixa. E bem conhecido que o ndmero de nucléolos de uma célula germinativa estd
relacionado com o nimero de RONs que ela possui (Guo et al., 1996; Teruel et al.,
2007). Sendo assim, nas espermatogonias dipléides seria esperado encontrar o dobro de
nucléolos do que o encontrado nas espermatides iniciais hapldides. Porém, como a
grande maioria das espermatogdnias possuia um nucléolo, tal diferenca ndo pode ser
detectada.

As areas nuclear e nucleolar foram mensuradas nas espermatogdnias e nas
espermatides iniciais para testar se os nucléolos, que se reorganizam nas espermatides
iniciais, possuem a mesma &area, ou uma area menor, do que os nucléolos das
espermatogdnias. Foi encontrado que as dreas nuclear e nucleolar nas espermatogdnias
foram significantemente maiores quando comparadas as dreas nuclear e nucleolar das
espermaétides iniciais, indicando que ocorre uma reducio do tamanho do nucléolo de um
tipo celular para outro. Tem sido demonstrado que o tamanho do nucléolo é
proporcional a quantidade de sintese de RNAr (Caspersson, 1950), que o tamanho da
RON (ndmero de cistrons de RNAr) é, em geral, correlacionado com seu nivel de
expressao (Shubert e Kiinzel, 1990), que a hipertrofia do nucléolo € um estado em que a
sintese de RNAr e ribossomos estd aumentada (Nakamoto et al., 2001) e que um
nucléolo grande pode estar correlacionado com atividade de divisdo celular e com
estagios que possuem uma alta demanda de proteina (Mosgoeller, 2004). Todos esses
fatos podem ser usados para explicar a reducdo da drea nucleolar nas espermatides,
porém essa reducdo da drea nucleolar das espermadtides iniciais também pode estar
relacionada com a fragmentacdo do material nucleolar, no inicio da préfase I, e
migracdo de parte desse material para o citoplasma das células germinativas, onde esse
material participaria na formacao do corpo cromatéide (CB).

O CB ¢ uma organela citoplasmatica caracteristica de células germinativas e
tem sido indicada como uma “reserva” ou “estoque” de RNA e proteinas para a
diferenciacdo final dos espermatozéides (Soderstrom e Parvinen, 1976a; Saunders et al.,
1992). A agdo dessa estrutura parece ser muito importante para o processo de
espermatogénese, pois, a presenca de mutacdes na proteina TDR1/MTR-1 e no antigeno
de histocompatibilidade OX3, presentes no CB, causam esterilidade em ratos (Head e
Kresge, 1985; Chuma et al., 2006). Porém, apesar da importancia dessa estrutura para o
processo espermatogénese, sua origem ainda permanece incerta.

Para verificar a relacdo entre a fragmentacdo do material nucleolar, durante a
espermatogénese de T. rendalli e, sua provavel relacdo com o processo de formacdo do
CB, no presente trabalho, foi utilizada a técnica de microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Foi observado que o CB se origina a partir de migracdo de material

ribonucleoproteico do nicleo para o citoplasma das espermatogdnias, através do



complexo do poro e se acumula em pequenas porcdes em regides adjacentes ao nicleo
celular. Nesse tipo celular o nucléolo ainda estd organizado, ndo podendo contribuir
para a formag@o inicial da estrutura. Porém, € na fase de espermatdcito primdrio que o
CB atinge o seu maior volume, ficando completamente formado e pronto para
desempenhar suas fungdes. Nesse tipo celular ocorre fragmentagcdo nucleolar e parte
desse material nucleolar fragmentado deve migrar para o citoplasma e se unir com o
material ribonucleoprotéico, ja depositado naquela regido, passando a fazer parte da
constituicdo quimica do CB. Essa formagdo do CB em T. rendalli é diferente da que
ocorre em cagados (Phrynops geoffroanus) (Peruquetti, 2009) e em alguns mamiferos,
como, ratos (Rattus novergicus), camundongos (Mus musculus) (Peruquetti et al.,
2008a), e gerbilos (Meriones unguiculatus) (Peruquetti et al., 2008b), pois nessas
espécies de o CB comeca a se formar somente na fase de espermatdcito primadrio.
Outros autores também demonstram a formacdo do CB ocorrendo somente na fase de
espermatdcitos primério (Kotaja e Sassone-Corsi, 2007).

Observagdes obtidas por meio das andlises dos espermatdcitos primarios em
paquiteno, no presente trabalho, demonstraram um material ribonucleoproteico,
semelhante ao material que migra para o citoplasma para a formacao do CB, localizado
préximo ao complexo sinaptonémico (CS), indicando que essa estrutura poderia estar
armazenando RNAm, que, ainda estaria sendo transcrito nessa fase, para ser usado em
fases posteriores da diferenciacdo celular. Essa funcdo de armazenamento de RNAm,
que € proposta para o CB, é de relevante importancia, pois a transcricio de RNAm
cessa nas espermatides iniciais, quando seus nicleos comecam a alongar-se, entretanto
a sintese de proteinas continua até os passos finais da espermiogénese (Monesi, 1965).
Essa observacdo remete para a necessidade de uma “reserva” de RNAs mensageiro
(RNAm) nas espermadtides, para que essas moléculas possam ser traduzidas durante o
processo da espermiogénese. Essa fungdo de estoque de RNAm é proposta para o CB
por observacdes de varios autores, por meio da identificacdo de varios componentes
diferentes, sob a aplicacdo de diversos tratamentos (Soderstrém e Parvinen, 1976b;
Soderstrém , 1977 ; Morales e Hecht, 1994; Moussa et al., 1994; Oko et al., 1996;
Figueroa e Burzio, 1998). Ainda, foi proposto que o CB seria uma fonte de proteinas
pré-sintetizadas que seriam estocadas para, posteriormente, comporem estruturas da
propria espermdtide (Parvinen et al., 1986). Além de RNAm, foi descrito que o CB é
composto também por RNAr 5S e 5,8S (Figueroa e Burzio, 1998), actina (Walt e
Armbruster, 1984; Aumiiller e Seitz, 1988) e ions cdlcio (Andonov e Chaldakov,
1989). A presenca de actina e de célcio pode estar relacionada com a motilidade da
organela, ji que, no presente estudo, o CB foi detectado em vdrias posi¢cdes no
citoplasma de espermatdcitos e das espermdtides. A alta mobilidade da organela

também foi registrada por Parvinen et al. (1997) onde o CB foi observado em rapida



mudanca de posi¢do em relacdo ao envelope nuclear, complexo de Golgi e areas de

cromatina clara nuclear em espermadtides iniciais vivas de rato.

Os resultados do presente estudo também demonstraram uma intensa ligagdo do
CB com aglomerados de mitocOndrias. A unido entre estas duas estruturas foi
previamente descrita, e alguns autores chegaram até a propor que o CB poderia
originar-se a partir de um material inter-mitocondrial (Fawcett et al., 1970). Outros
autores acreditam que o CB seja parcialmente formado por produtos do genoma nuclear
e suplementado por produtos do genoma mitocondrial (Reunov et al., 2000). Existe
ainda uma indica¢@o de que a ligacdo entre CB e mitocondrias esteja relacionada com a
participacdo do CB na sintese e no transporte de apocitocromos c,, uma isoforma do
citocromo ¢ somente expressa nos testiculos (Hess et al., 1993). Além disso, foi
detectada a presenca da citocromo c¢ oxidase (COXI) codificada pelo genoma
mitocondrial no CB (Haraguchi et al., 2005). Porém, como ji proposto em outros
trabalhos (Soley, 1994; Peruquetti et al., 2008 a,b), sugere-se, neste trabalho, que a
ligacdo entre CB e mitocOndrias pode estar relacionada com o direcionamento de
aglomerados de mitocOndrias para a direcdo caudal do nicleo, onde as mesmas irdo
formar uma bainha mitocondrial, ao redor da peca intermedidria dos espermatozodides,
pois aglomerados de mitocondrias em associacdo com o CB foram observados na regido
posterior do nucleo de espermdtides em alongamento, regido onde ird ocorrer a
formacdo da cauda e bainha mitocondrial dos espermatozdides. Em espermatides finais
ndo foi observada a presenca de material do CB em nenhum compartimento celular,
sugerindo que esse material seja disperso nos corpos residuais e, possivelmente,

degradado (Sud, 1961; Yokota, 2008).

Portanto, em 7. rendalli o nucléolo parece estar relacionado com a formacgao do
CB, pois no momento em que ocorre a fragmenta¢ido do nucléolo, nos espermatécitos
primdrios, o CB atinge sua maior 4rea no citoplasma iniciando o desempenho de suas
importantes funcdes durante a espermatogénese. Quando ocorre a reorganizacdo do
nucléolo nas espermatides iniciais, 0 mesmo possuiu uma drea menor, devido a varios
fatores, entre eles essa possivel migracdo de material nucleolar do nicleo para o

citoplasma, para auxiliar na formagdo do CB.
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Figura 1: Anadlise citoquimica de tibulos seminiferos de Tilapia rendalli. A:
Hematoxilina-eosina (HE); C-E: Azul de toluidina (AT); B, F-H: Variante da
concentracdo eletrolitica critica (CEC); I-K: Reac¢ao de Feulgen; L-N: Impregnacao por
fons prata. A e B: s (células de Sertoli); go (espermatogdnias); spl (espermatdcitos
primdrios); es (espermatides iniciais); stz (espermatozdides); * (corpusculos residuais).
F, H, I, K, L e N: setas (marcacgdes nucleolares). Barras: A, B, C, E e H: 20um; D, F, G,
LJ,K, L, MeN: Sum.
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Figura 2: Porcentagem de células germinativas (espermatogonias e espermatides iniciais)
de Tilapia rendalli que apresentaram de 1 a 4 nucléolos. As letras indicam diferenca

significante no numero de nucléolos em cada tipo celular (LSD, p<0,05).
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Figura 3: Area (nm?) do nicleo e do nucléolo de espermatogOnias e de espermadtides iniciais
de Tilapia rendalli.. O asterisco indica diferenca significante entre os tipos celulares (teste t

independente, p<0,05).



Figura 4: Células germinativas de Tilapia rendalli. Impregnacdo por ions prata
(AgNOR). A e B: Metéfases de espermatogdnias demonstrando um caridtipo 2n = 44.
Cromossomos com regides organizadoras nucleolares (RONs) evidenciadas pela prata
(setas). C: Espermatdcito primério em inicio de divisdo apresentando material nucleolar
organizado (setas). D e E: Espermatdcitos primdrios em zigéteno e paquiteno,
respectivamente, com auséncia de nucléolo organizado. F e G: Metéafases 1 e II,
respectivamente, com auséncia de nucléolo. H: Tel6fase II, com cromatina
descondensada e uma forte marcacdo pela prata. I: Espermétides iniciais apresentando
uma reorganizacdo do nucléolo (setas). J: Espermétides iniciais com material nucleolar

fragmentado (setas). Barras: Sum.






Figura 5: Andlise ultra-estrutural de tdbulos seminiferos de Tilapia rendalli. A e B:
Espermatogénias com nucléolo (nu) do tipo granular organizado. Observa-se a
migracdo de material ribonucleoproteico do nidcleo para o citoplasma através do
complexo de poro (setas) e a acumulacdo desse material em regides adjacentes ao
envoltério nuclear (asterisco). C: Detalhe do nucléolo de espermatogdnia. D:
Espermatdcito primdrio inicial com nucléolo (nu) em fragmentacdo e corpo cromatdide
(cb) em formacdo no citoplasma e, em associacdo com aglomerados de mitocOndrias
(mi). E e G: Corpo cromatdide (cb) associado com aglomerados de mitocondrias (mi)
no citoplasma de espermatécitos primérios. F: Aglomerados de mitocOndrias (mi)
distribuidos ao redor do corpo cromatdide (cb) no citoplasma de espermatdcitos
primérios. H: Corpo cromatdide (cb) em regido adjacente ao envoltorio nuclear de
espermatécitos  primdrios. E  possivel observar a presenca de material
ribonucleoproteico, semelhante ao material presente no citoplasma, em associagdo com

o complexo sinaptonémico (cabeca de seta). (n — nicleo). Barras = 10um.






Figura 6: Andlise ultra-estrutural de tdbulos seminiferos de Tilapia rendalli. A:
Espermatide final apresentando corpo cromatéide (cb) com aspecto granulado. B e D:
Observar a presenca de material ribonucleoproteico (asterisco) proéximo a regido de
formacdo da cauda do espermatozéide. C: Espermétide final apresentando a presenca de
um material nucleolar reorganizado (nu) e acimulo de material ribonucleoproteico
(asterisco) associado com aglomerados de mitocOndrias (mi), na regiao posterior da
célula, onde havera a formacgdo da cauda e da bainha mitocondrial do espermatozdide. E
e F: Espermatozdides em maturacdo ndo apresentando a presenca de material
ribonucleoproteico. (n — nicleo; ¢ — centriolo; f — flagelo; mi — mitocdndria). Barras =

10um.
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Resumo

O nucléolo é um dominio nuclear que desempenha vérios papéis cruciais no
nicleo. Além da sua funcdo na producio de ribossomos, a atividade nucleolar também
pode estar ligada com varias patologias. Acredita-se que a fragmentacdo do material
nucleolar durante a espermatogé€nese possa estar relacionada com a formagao do corpo
cromatdide (CB). O CB ¢ uma organela citoplasmatica caracteristica de células
germinativas e tem sido indicada como uma “reserva” ou “estoque” de RNA e proteinas
para a diferenciacdo final dos espermatozoéides. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi acompanhar o ciclo nucleolar durante a espermatogénese de Dendropsophus
minutus (Amphibia, Anura), e correlacionar a fragmentacio e distribuicio do material
nucleolar com a formacao do CB, nessa espécie de anfibio. Para acompanhar o processo
de desorganizacdo e reorganizacdo do nucléolo durante a espermatogénese foram
utilizadas algumas técnicas citoquimicas, como Hematoxilina-eosina (HE), azul de
toluidina (AT), variante da concentracdo critica de eletrdlitos (CEC), reacdo de Feulgen
e impregnacdo por fons prata (AgNOR) em cortes histolégicos de testiculos de D.
minutus e, também, foi empregada a técnica de AgNOR em preparagdes citogenéticas,
do mesmo tecido. O ndmero de nucléolos presentes nas espermatogdnias e nas
espermadtides iniciais foi determinado e comparado por Andlise de Variancia de duas
vias, completada pelo teste LSD para comparagdes miltiplas. As 4reas nuclear e
nucleolar das espermatogdnias e espermatides iniciais foram mensuradas e,
posteriormente, comparadas por meio da aplicagdo do teste t independente. Para
acompanhar a formac¢do do CB no epitélio seminifero de D. minutus foi aplicada a
técnica convencional para andlise em microscopia eletrdnica de transmissdo (MET). As
técnicas citoquimicas aplicadas nos cortes histoldgicos e nas preparacdes citogenéticas,
evidenciaram que ocorre uma desorganizacdo e, conseqiientemente, uma fragmentacao
do material nucleolar apds o paquiteno da primeira divisdo meidtica, nos espermatdcitos
primdrios. O nucléolo volta a se reorganizar no nicleo das espermatides iniciais, porém
nas espermadtides finais e espermatozéides maduros, ndo € mais possivel a observacdo
de material nucleolar organizado. Nao houve diferenca entre o nimero de nucléolos
organizados presentes no nicleo das espermatogdnias e das espermdtides iniciais,
porém a drea nucleolar foi significantemente maior nas espermatogdnias em relacdo a
drea nucleolar das espermadtides iniciais, indicando que ocorre uma reducdo da drea
nucleolar durante a divisdo meidtica. Por meio da andlise ultra-estrutural foi possivel
observar que o CB comeca a se formar discretamente, no citoplasma das
espermatogdnias, somente atingindo seu maior volume no citoplasma dos
espermatdcitos primdrios, fase onde estd havendo a fragmentacdo do material nucleolar.

O CB foi observado em associacdo discreta com aglomerados de mitocondrias tanto no



citoplasma dos espermatdcitos primdrios quanto no citoplasma das espermatides
iniciais, sendo que essa associagdo foi observada em posi¢cdes adjacentes ao nicleo.
Sendo assim, conclui-se que em D. minutus o nucléolo parece estar relacionado com a
formacdo do CB, pois no momento em que ocorre a fragmentagdo do nucléolo, no
nicleo dos espermatdcitos primarios, o CB parece completar seu processo de formagao
podendo, assim, iniciar o desempenho de suas importantes funcdes durante a
espermatogénese. No momento da reorganizacdo do nucléolo, no nicleo das
espermatides iniciais, 0 mesmo possuiu uma area menor, devido a varios fatores, entre
eles pode-se destacar essa possivel migragdo de material nucleolar do nicleo para o

citoplasma, para auxiliar na composi¢io do CB.

1. Introducao

O nucléolo € um dominio territorial particular do nicleo, que estd relacionado
com a compartimentalizacdo das funcdes nucleares (Hernandez-Verdun, 1991). A
maioria dos eventos de biogénese de ribossomos, como a sintese de RNA ribossomal
(RNAr) e o processamento e a reunido das subunidades ribossomais ocorre no interior
do nucléolo (Cmarko et al., 2008). Por meio da microscopia eletrdnica de transmissao é
possivel observar a existéncia de trés compartimentos nucleolares distintos, que abrigam
a maquinaria nucleolar de biogénese de ribossomos: centro fibrilar (CF), componente
fibrilar denso (CFD) e componente granular (CG). Cada um desses compartimentos
abrigam etapas diferentes da biogénese de ribossomos, desde a transcricio de RNAr,
maturacio e splicing dos RNArs imaturos, até a reunido das particulas pré-ribossomais
(Sirri et al., 2008). Devido a isso, a principal funcao atribuida ao nucléolo € o seu papel
na biogénese de ribossomos (Gerbi et al., 2003; Boisvert et al., 2007; Sirri et al., 2008).
De fato, ha aproximadamente 271 proteinas nucleolares envolvidas nesse processo de
sintese e processamento de RNAr. Porém, vérios estudos tém demonstrado que o
nucléolo possui vérias fungdes ndo ribossomais, como: modificacdes de nucleotideos de
ribonucleoproteinas nucleolares (snRNPs); biossintese de sinais de reconhecimento de
particulas; captura e liberacdo de proteinas envolvidas em silenciamento génico
(Pederson, 2002). Além disso, o nucléolo abriga as proteinas Netl, Cdc14 e Sir2, que
sdo responsdveis por mecanismos de controle do ciclo celular (Shou et al., 1999;
Straight et al., 1999; Visitin et al., 1999; Garcia e Pillus, 1999) e proteinas supressoras
de tumor, como a ARF (Carmo-Fonseca et al., 2000) e a p53 e a Myc (Montanaro et al.,
2007). O nucléolo de células germinativas pode atuar no controle do ciclo celular
meidtico, pois abriga as proteinas Pch2 e Sir2, que estdo ligadas ao silenciamento

cromatinico e a promogao do checkpoint do paquiteno (San-Segundo e Roeder, 1999).



Alguns autores acreditam que a fragmentagdo do material nucleolar, durante o
processo de espermatogénese, pode estar relacionada com a formacdo do corpo
cromatéide (CB) (Comings e Okada, 1972; Andersen, 1978; Andonov, 1990; Peruquetti
et al., 2008 a,b). O CB é uma organela citoplasmditica caracteristica de células
germinativas e tem sido indicada como uma “reserva” ou “estoque” de RNA e proteinas
para a diferenciacdo final dos espermatozodides (Soderstrom e Parvinen, 1976a;
Saunders et al., 1992). O CB ¢é considerado um complexo macromolecular que,
provavelmente, desempenha um papel de coordenador do controle pds-transcricional de
produtos gé€nicos em células germinativas masculinas hapléides e, também, funciona
como um centro de determinacdo dos destinos de RNAm (Parvinen, 2005; Kotaja et al.,
2006; Kotaja e Sassone-Corsi, 2007). Porém, alguns autores sugerem que o CB possui
algumas caracteristicas agregativas, indicando que ele ndo é um local de sintese, como
proposto previamente, mas um local de degradacio onde DNA, RNA e proteinas
desnecessdrias sdo digeridas (Haraguchi et al., 2005). Além das dividas que existem em
relacdo a funcdo dessa estrutura citoplasmadtica das células germinativas, a sua origem
também permanece incerta. Em adi¢do a origem nucleolar, proposta por alguns autores,
outras origens sao cogitadas para essa estrutura. Alguns autores defendem a idéia de que
o CB seja proveniente de algum outro produto nuclear, que atravessa o complexo de
poro em direcdo ao citoplasma das células (Parvinen e Parvinen, 1979; Parvinen et al.,
1997). Existem, ainda, autores que afirmam que o CB se origina a partir do acimulo de
um material inter-mitocondrial no citoplasma das espermatides (Fawcett et al., 1970) ou
de alguns produtos mitocondriais que s@o liberados para o citoplasma celular (Reunov et
al., 2000).

Portanto, o objetivo do presente estudo, foi acompanhar o ciclo nucleolar, e
sua conseqiiente fragmentacdo durante a divisdo celular meidtica, e verificar se existe
alguma relacdo entre o material nucleolar fragmentado durante a espermatogénese e a
formagdo do CB. O estudo foi realizado utilizando-se machos adultos de
Dendropsophus minutus, uma espécie de anuro hilideo de regides tropicais que possui
reproducdo do tipo continua, onde pode haver uma interrupcdo parcial na atividade
espermatogénica durante algumas estacdes do ano, mas espermatogdnias primdrias
permanecem sensiveis a estimulacdo gonotréfica durante o ano todo (Lofts, 1974;
Huang et al., 1997; Santos e Oliveira, 2007). A escolha de animais com reproducio do
tipo continua facilitou a execug¢do do estudo, pois animais com atividade no epitélio
germinativo, foram encontrados em todas as excursdes ao campo, realizadas com o

objetivo de coletar os exemplares a serem utilizados no presente trabalho.

2. Material e Método



Para as andlises citoquimicas, para as medidas das dreas nuclear e nucleolar de
espermatogdnias e espermdtides iniciais, e para a andlise ultra-estrutural foram
utilizados dez machos adultos de Dendropsophus minutus (Amphibia, Anura), que
foram obtidos em coletas noturnas realizadas no municipio de Talhados — SP. Para a
andlise citogenética foram utilizados quinze machos adultos de D. minutus (Amphibia,
Anura) que foram obtidos em excursdes noturnas ao campo realizadas no Parque
Estadual do Morro do Diabo (PEMD) — Teodoro Sampaio — SP. Todos os animais
foram coletados, aclimatados em sacos plasticos contendo 4gua e vegetacdo do
ambiente de coleta, trazidos do campo para o laboratério, e, posteriormente,
acondicionados em terrarios no Biotério do Departamento de Zoologia e Botanica do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE/UNESP) — Sao José do Rio
Preto — SP — Brasil. Apés o periodo de aclimatagdo, todos exemplares foram
anestesiados e mortos por meio de inalacdo excessiva de éter etilico e, posteriormente,

as gdnadas foram retiradas e processadas para cada tipo de andlise.

Analises citoquimicas

Os testiculos dos exemplares de D. minutus foram removidos e, imediatamente,
fixados em Karnovisky, para posterior inclusdo em historesina. Desses fragmentos
testiculares foram obtidos cortes de 3 um em micrétomo Leica RM 2155. Esses cortes
foram submetidos a algumas técnicas citoquimicas para acompanhar a distribui¢do do
material nucleolar nas células germinativas. As técnicas citoquimicas utilizadas foram:
Hematoxilina-Eosina (Ribeiro e Lima, 2000); azul de toluidina (AT) pH 4,0 (Mello e
Vidal, 1980); Variante da técnica da Concentracdo Critica de Eletrélitos — CEC (Mello
et al., 1993); reacdo de Feulgen (Mello e Vidal, 1980, com modifica¢des); Impregnagado
pelos fons prata (AgNOR) (Howell e Black, 1980). Todas as laminas foram analisadas
em microscépio Olympus BX60, com sistema analisador de imagem Image Pro-Plus —
Média Cybernetics, Versao 6.1 para Windows.

Além das andlises qualitativas da distribuicdo do material nucleolar, os cortes
histolégicos impregnados pela prata, provenientes de cinco animais, também foram
utilizados para a realizacdo de algumas andlises quantitativas para acompanhamento do
ciclo nucleolar durante a espermatogénese: andlise do ndmero de nucléolo nas
espermatogdnias e nas espermatides iniciais; e andlise das dreas nuclear e nucleolar nas

espermatogonias e espermatides iniciais.

Analise do nimero de nucléolos nas espermatogdnias e nas espermatides




Foram analisadas espermatogdnias (109,8 + 6,14 / cada animal) e espermédtides
iniciais (133,2 + 12,91 / cada animal) em cada anfibio utilizado (n=5). O nimero de
nucléolos foi determinado para as espermatogdnias e espermadtides iniciais analisadas
em cada um dos cinco animais. Apds a determinacdo de todos os valores absolutos,
procedeu-se o cilculo da porcentagem de espermatogonias e espermadtides iniciais com
diferentes nimeros de nucléolos, uma vez que o total de células variou em cada animal

utilizado (n=5).

Andlises das areas nuclear e nucleolar nas espermatogonias € espermatides

Todas as células, utilizadas na andlise anterior, foram fotodocumentadas em um
microscopio Olympus BX 40, com sistema analisador de imagem [mage Pro-Plus —
Média Cybernetics, Versao 4.5 para Windows. Posteriormente, foram realizadas
medidas das dreas nuclear e nucleolar dessas células, em sistema analisador de imagens
Image J — Image Processing and Analysis in Java, Versio 1.40
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Para as células com um tnico nucléolo, a medida da 4rea
obtida era prontamente mensurada. J4 para as células que possuiam dois ou mais
nucléolos, considerou-se como drea nucleolar total (utilizada para realizagdo das

analises) a soma das dreas de cada nucléolo.

Analise dos dados

A normalidade dos dados foi testada por meio da andlise do Skewness e do
Kurtosis (Ha e Ha, 2007) e a homogeneidade de varidncia pelo teste F max (Zar, 1999).
O numero de nucléolos foi comparado entre espermatogonias e espermatides iniciais e
dentro do mesmo tipo celular por Andlise de Varidncia de duas vias, completada pelo
teste LSD para comparacdes multiplas. J4 as &dreas nucleares e nucleolares das
espermatogdnias foram comparadas com as dreas nucleares e nucleolares das
espermadtides iniciais, por meio do teste t independente. Foi considerado p < 0,05 para

significancia estatistica e todas as andlises utilizadas foram baseadas em Zar (1999).

Analise citogenética

Os testiculos dos exemplares de D. minutus foram preparados seguindo o
procedimento de Kligerman e Bloom (1977), adaptado por Bertollo (1978) que consiste
em seccionar os testiculos em fragmentos pequenos e tratd-los com uma solucdo

hipotdnica de KCl 0,075 M durante 20 minutos e, logo em seguida, fixar o material



durante 10 minutos em metanol: dcido acético (3:1) recém-preparado, repetindo o
processo de fixacdo mais uma vez. O material foi, entdo, retirado do fixador e alguns
fragmentos do o6rgdo foram transferidos para uma placa escavada, onde foram
adicionadas de duas a trés gotas de dcido acético a 50%. O material foi fragmentado
com cuidado a fim de se obter uma suspensdo celular e com uma pipeta Pasteur, foi
colocada uma gota de suspensdo sobre uma lamina pré-aquecida a 30-35°C, sendo a
gota reaspirada imediatamente (esse procedimento foi repetido em mais dois ou trés
campos da lamina). Em seguida, as 1dminas foram submetidas a técnica de Impregnacao
por ions prata (AgNOR) (Howell e Black, 1980) para visualiza¢do e acompanhamento
do material nucleolar durante a divisdo meidtica das células germinativas. Todas as
laminas foram analisadas em microscépio Olympus BX60, com sistema analisador de

imagem Image Pro-Plus — Média Cybernetics, Versao 6.1 para Windows.

Analise Ultra-estrutural — Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Amostras testiculares dos espécimes utilizados foram fixadas em glutaraldeido a
3% e 4cido tinico a 0,25% em tampao Miloning, pH 7,3, durante 2 horas em
temperatura ambiente. Apds a lavagem em tampao, os fragmentos foram pds-fixados
em tetroxido de 6smio a 1%, durante 2 horas em geladeira, e, em seguida, essas
amostras foram lavadas em 4gua destilada e desidratadas, em baterias de acetona em
ordem crescente de concentracio e passaram por uma infiltracdo em araldite pura por 2
horas, a 37°C. Desses fragmentos testiculares incluidos em araldite, foram obtidos
cortes semi-finos e ultra-finos, em ultramicrétomo Leica Ultracut UCT. 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 solugao
de hidrdéxido de sédio 1IN, por 6 minutos (Venable e Coggeshall, 1965). Os resultados
das técnicas de MET foram documentados por eletromicrografias obtidas em
microscépio eletronico de transmissdo Leo-Zeiss (Cambridge, UK) 906 com sistema
analisador de imagens ITEM (Soft Image System — Camera Veleta 2K x 2K TEM CCD

Camera).

Nota ética

O presente trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica na Experimentago

Animal (CEEA) — UNESP / Botucatu — SP, sob protocolo n°057/06.



3. Resultados

Analises citoquimicas

As técnicas citoquimicas foram empregadas para acompanhar, qualitativamente,
a distribuicdo do material nucleolar durante a espermatogénese de Dendropsophus
minutus. Porém, a técnica de HE, foi utilizada para caracterizar o tipo de epitélio
seminifero da espécie estudada, tendo a mesma, evidenciado que essa espécie possui
espermatogénese cistica, tendo sido observados cistos contendo células em todos os
estdgios de desenvolvimento e as espermatogdnias formando espermatocistos (Figura
1A). A identificacdo das células germinativas foi realizada segundo Oliveira et al. (2002
e 2003). A técnica de azul de toluidina (AT) permitiu observar que as células do epitélio
germinativo possufam uma intensa metacromasia em todas as estruturas nucleares
(eucromatina, heterocromatina, nucléolo, cromossomos) (Figuras 1C, 1D e 1E). O grau
de metacromasia, geralmente, variou com o nivel de compactacdo dos dcidos nucléicos,
com a ploidia do nicleo celular e com a intensidade de complexacdo do material
genético com corptisculos de ribonucleoproteinas (RNPs). A técnica de coloracdo pelo
AT foi utilizada como controle para a técnica variante da concentragdo critica de
eletrélitos (CEC). Com a utilizagdo da técnica de variante de CEC foi observada a
presenca de nucléolos metacromaticos nas espermatogénias (Figura 1F) e a
fragmentacdo desse material nucleolar no niicleo de espermatdcitos primdrios e de
espermadtides iniciais (Figuras 1G e 1H), sendo que nos espermatdcitos primarios o
material nucleolar fragmentado parece distribuir-se aleatoriamente pelo niicleo. A
presenca de “corpusculos residuais” metacromaticos foi detectada no limen dos tibulos
seminiferos (Figura 1B). A técnica citoquimica especifica para deteccdo de DNA
(reacdo de Feulgen) revelou todos os nicleos das células germinativas em cor purpura,
variando em intensidade de acordo com o grau de ploidia, o estigio funcional e a
intensidade de compactacdo da cromatina das células. Pode-se observar a presenga de
regides heterocromdticas destacadas mais fortemente, sempre em associacdo com halos
claros, que sugerem a presenca de material nucleolar. Pode ser notado que as &reas
claras sdo mais evidentes nas espermatogdnias (Figura 1I) e nos espermatdcitos
primérios (Figura 1J) do que nas espermdtides (Figura 1K), indicando uma
fragmentacdo e diminui¢do da drea nucleolar nas espermdtides. A impregnacdo por fons
prata (AgNOR) evidenciou as regides nucleolares das diferentes células do tuibulo
seminifero, sendo que nas espermatogdnias (Figura 1L) o nucléolo foi claramente
destacado, enquanto que nos espermatdcitos primdrios (Figura 1M) e nas espermdtides

iniciais (Figura 1N), o nucléolo apresentou-se fragmentado e com 4rea reduzida.



Analise do numero de nucléolos nas espermatogdnias € nas espermatides

Nao houve interagdo entre o tipo celular e o nimero de nucléolos (F = 0,732; p
= 0,54). No entanto, houve diferenca no nimero de nucléolos em cada tipo celular (F =
1536,71; p = 0,000000) Todas as espermatogbnias e espermatides iniciais analisadas
possuiam entre 1 e 4 nucléolos, sendo que a maioria das células apresentaram apenas 1
nucléolo (LSD, p< 0,00). O numero de células com 2 nucléolos foi maior do que o
numero de células com 3 e 4 nucléolos (LSD, p< 0,00). Ja as porcentagens de
espermatogdnias e espermdtides iniciais com maior nimero de nucléolos (trés e quatro)
foram semelhantes (LSD, p= 0,524030). Nao houve diferenca no nimero de nucléolos

entre os dois tipos celulares analisados (F = 0,000; p = 1,000) (Figura 2).

Analise das dreas nuclear e nucleolar nas espermatogdnias e espermatides

Foi encontrada diferenca significante entre as dreas nucleares das
espermatogdnias e das espermdtides iniciais (t = 6,68; p = 0,0001), e entre as areas
nucleolares das espermatogdnias e das espermatides iniciais (t = 17,25; p = 0,00). Em
ambos os casos, as dreas nas espermatogdnias foram maiores do que as 4reas nas

espermatides iniciais (Figura 3).

Analise citogenética

Nas preparagdes citogenéticas das células germinativas impregnadas pela prata, da
espécie utilizada, foi possivel localizar espermatogonias em metafase, indicando que o
nimero cromossdmico dipldide da espécie é 2n=30 (Figura 4A). Nas metafases de
espermatogdnias foi possivel observar alguns cromossomos com marcagdes mais
intensas, indicando a presenca de regides organizadoras nucleolar (RONS).
Espermatdcitos primdrios em inicio de divisdo (Figura 4B) foram observados
apresentando aproximadamente 4 corpisculos nucleolares. Em espermatdcitos
primdrios na fase de zigéteno (Figura 4C) e na fase de paquiteno (Figura 4D) foi
observada a presenga de um tnico corpuisculo nucleolar no centro do nicleo. Em outras
fases, durante a progressdao da divisao meidtica, ndo foi observada a presenca de
material nucleolar, como por exemplo, espermatdcitos primarios em dipléteno inicial
(Figura 4E), em dipléteno (Figura 4F), em diacinese (Figura 4G) e células em metéfase
IT (Figura 4H). Espermaétides iniciais (redondas) e espermdtides em alongamento foram

observadas apresentando entre 1 e 4 corpusculos nucleolares no centro do nicleo



(Figura 4I), porém a drea nucleolar foi, aparentemente, menor do que a drea nucleolar

das células germinativas iniciais (espermatogonias e espermatdcitos primarios).

Analise Ultra-estrutural — Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A andlise ultra-estrutural foi utilizada para acompanhar, qualitativamente, a
fragmentacdo do material nucleolar e a formagdo do corpo cromatéide (CB) durante a
espermatogénese de D. minutus. Nas figuras 5A, 5B e 5C, pode-se observar a ultra-
estrutura das espermatogdnias com nucléolo totalmente organizado e o inicio da
formacdo de algumas “nuages” no citoplasma. Sugere-se que essas aglomeracdes de
material ribonucleoproteico estdo sendo formadas por meio de produtos nucleares, que
estdo saindo do nicleo através do complexo de poro, e se acumulando em regides
adjacentes ao envoltério nuclear. As espermatogdnias apresentaram nucléolo do tipo
compacto (Figuras 5SA e 5C). Nas figuras 5D, 5F e 5G foi possivel observar
espermatdcitos primdrios, que possuem material nucleolar em fragmentacdo, com
material ribonucleoproteico migrando do niicleo para o citoplasma através do complexo
do poro e se acumulando em regides adjacentes ao nicleo, geralmente préximos aos
aglomerados de mitocondrias. Os CBs de D. minutus possuem uma drea muito reduzida.
E possivel observar a presenca de uma material ribonucleoproteico, semelhante ao que
estd migrando do niicleo para o citoplasma, préximo a complexos sinaptonémicos, no
nicleo de espermatdcitos primarios (Figuras 5F e 5G). Em espermatides em
alongamento foi possivel observar a reorganizagdo do material nucleolar, possuindo
uma pequena 4rea, e a formag@o da vesicula acrossomal com algumas mitocondrias em
sua proximidade (Figura 6A). As mitocOndrias se afastam da regido de formagdo da
vesicula acrossomal em associagdo com material ribonucleoproteico de aspecto granular
(Figuras 6B e 6C), provavelmente proveniente de uma preococe desorganizacido do CB.
Na regido de formacdo da cauda e bainha mitocondrial do espermatozdide ndo foi
observado acimulo de material ribonucleoproteico (Figuras 5E e 6D). Nao foi possivel
observar a presenca de aglomeragdo de material ribonucleoprotéico em nenhuma regido

celular das espermdtides finais e espermatozdides maduros (Figuras 6E e 6F).

4. Discussao

Toda célula germinativa do reino animal possui, em seu citoplasma, um
acimulo de material que recebe o nome de “nuage”. O corpo polar dos odcitos de
Drosophila é, provavelmente, o tipo mais bem conhecido de “nuage”. Em células
germinativas a “nuage” € denominada de corpo cromatéide (CB) (Parvinen, 2005). O

CB ¢ uma organela citoplasmdtica caracteristica de células germinativas e tem sido



indicada como uma “reserva” ou “estoque” de RNA e proteinas para a diferenciacdo
final dos espermatozéides (Soderstrom e Parvinen, 1976a; Saunders et al., 1992). A
acdo dessa estrutura parece ser muito importante para que ocorra a espermatogénese,
pois, a preseng¢a de mutacdes em algumas proteinas que se localizam no CB, como a
TDR1/MTR-1 e o antigeno de histocompatibilidade OX3, causam esterilidade em ratos
(Head e Kresge, 1985; Chuma et al., 2006). Alguns autores identificaram que o CB
possui algumas caracteristicas agregativas, sugerindo que ele ndo € um local de sintese,
como proposto previamente, mas um local de degradacdo onde DNA, RNA e proteinas
desnecessdrias sdo digeridas (Haraguchi et al., 2005). Apesar da recente realizagdo de
varios estudos que visam estabelecer a funcdo dessa estrutura das células germinativas,
muitos aspectos sobre seu mecanismo de acdo ainda permanecem indefinidos. Também
existem controvérsias sobre a origem do CB, sendo que uma das linhas de evidéncias
indica que esse complexo macromolecular se origine a partir de material nucleolar, que
se fragmenta durante a divisdo meiética (Comings e Okada, 1972; Andersen, 1978;
Andonov, 1990; Peruquetti et al., 2008 a,b).

O nucléolo ¢ um compartimento nuclear que representa a mais Obvia e
diferenciada estrutura nuclear que pode ser observada ao microscépio. A maioria dos
eventos de biogénese de ribossomos, como a sintese de RNA ribossomal (RNArs) e o
processamento e a reunido das subunidades ribossomais ocorre no interior do nucléolo.
Porém, varios estudos tém demonstrado que o nucléolo possui vdrias fungdes nao
ribossomais (Cmarko et al., 2008). Algumas dessas fungdes sdo: regulacdo da mitose,
progressdo do ciclo celular e da proliferacdo celular, muitas formas de resposta ao
estresse celular, biogénese de muitas particulas de ribonucleoproteinas e relacdo como
algumas doencas humanas como o céncer, infeccdes virais e doengas degenerativas
(Boisvert et al. 2007).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo acompanhar o ciclo
nucleolar durante a espermatogénese de D. minutus e, identificar possiveis relacdes
entre a fragmentacao nucleolar e a formagao do CB, no epitélio germinativo da espécie
estudada.

Por meio da aplicacdo de algumas andlises citoquimicas, realizadas em cortes
histolégicos e em preparacdes citogenéticas dos tdbulos seminiferos, da espécie
utilizada no presente estudo, foi detectado que nas espermatogbnias podem ser
observados de 1 a 4 corpisculos nucleolares organizados. J4 nos espermatdcitos
primdrios ocorre uma completa fragmentacdo do nucléolo, logo apds o paquiteno da
préfase 1. Os dados do presente trabalho corroboram com a descricdo da fragmentacio
nucleolar proposta para os cordados, na qual se afirma que, na maioria dos cordados, ha
uma vigorosa atividade nucleolar na préfase I, sendo que a médxima atividade nucleolar

¢é observada em paquiteno, seguida de fragmentacao nucleolar (Hofgirtner et al, 1979;



Schmid et al., 1982; Wachtler e Stahl, 1993; Teruel et al, 2007). Posteriormente, nas
espermdtides iniciais, ocorre a reorganizacdo da estrutura nucleolar, podendo
novamente ser observado de 1 a 4 corpusculos nucleolares organizados, ao final da
segunda divisdo meiotica. Esse fendmeno da fragmentagdo nucleolar durante a préfase I
e, posterior reorganizacdo desses nucléolos nas espermatides iniciais, ja foi amplamente
descrito em vdarios trabalhos (por exemplo, Takeuchi e Takeuchi, 1990; Morielle e
Azeredo-Oliveira, 2004; Morielle-Souza e Azeredo-Oliveira, 2008; Peruquetti et al.
2008a,b). Também ja foi observada a diminuicdo da quantidade das proteinas C23 e
B23, presentes no CF e CFD e que sdo responsdveis, respectivamente, pela transcri¢ao
de RNAr e clivagem dos pré-RNAr, no nucléolo de espermatdcitos e espermdtides de
camundongo (Biggiogera et al.,1991). Todas essas observacdes, realizadas por diversos
autores em diferentes grupos animais, indicam a ocorréncia de fragmentacao nucleolar
na préfase meidtica e, sua posterior reorganizacdo no nicleo de espermatides iniciais.
Nas espermétides finais e espermatozéides maduros os nucléolos desorganizam-se
novamente, € ndo voltam a ser observados. A presenca do nucléolo no espermatozéide
ndo € necessdria, uma vez que apds a fecundacdo os nucléolos dos pré-nicleos
masculino e feminino sdo, ambos, de origem materna. Trabalhos recentes demonstraram
que o nucléolo materno, junto com outros elementos nucleoplasmadticos, sdo essenciais
para o desenvolvimento embriondrio (Lefreve, 2008).

O ndmero de nucléolos presentes nas espermatogdnias e nas espermadtides
iniciais foi determinado e comparado, para verificar se ocorre uma diminui¢do da
quantidade de nucléolos presentes nas células germinativas, antes e apés a divisdo
meidtica. Nao houve diferenca significante no nimero de nucléolos presentes nos dois
tipos celulares analisados, sendo que, tanto as espermatogdnias quanto as espermatides
iniciais, em sua grande maioria, apresentaram um unico nucléolo. Células com dois
nucléolos foram observadas em segunda maior quantidade e, células com trés e quatro
nucléolos, foram observadas com uma freqiiéncia muito baixa. E bem conhecido que o
nimero de nucléolos de uma célula germinativa estd relacionado com o niimero de
regides organizadoras nucleolar (RONs) que ela possui (Guo et al., 1996; Teruel et al.,
2007). Sendo assim, nas espermatogdnias dipldides seria esperado encontrar o dobro de
nucléolos do que o encontrado nas espermdtides iniciais hapléides. Porém, como a
grande maioria das espermatogdnias possuia um nucléolo, tal diferenca ndo pode ser
detectada.

E bem estabelecido o nucléolo apresenta uma varia¢do de tamanho, ou seja ele
pode aumentar e diminuir, em células em crescimento e em células em periodo de
restricdo, € o nucléolo se organiza e se desorganiza a cada ciclo celular, tanto no ciclo
celular mitético quanto no ciclo celular meiético (Pikaard, 2002; Teruel et al., 2007).

Além disso, o préprio nucléolo abriga algumas proteinas que sdo responsaveis pelo



checkpoint do paquiteno, reprimindo a recombinacdo nas regides de DNAr, como as
proteinas Pch2 e Sir2 (Garcia e Pillus, 1999; San-Segundo e Roeder, 1999). Para
comprovar a redu¢do do tamanho do nucléolo durante a espermatogénese de D. minutus,
as areas nuclear e nucleolar das espermatogdnias e das espermadtides iniciais foram
mensuradas e, posteriormente, comparadas. Foi observado que as dreas nuclear e
nucleolar nas espermatogo6nias foram significantemente maiores quando comparadas as
areas nuclear e nucleolar das espermatides iniciais, indicando que ocorre uma reducio
do tamanho do nucléolo de um tipo celular para outro. Vérios estudo vém demonstrando
que o tamanho do nucléolo € proporcional a quantidade de sintese de RNAr
(Caspersson, 1950), que o tamanho da RON (nimero de cistrons de RNAr) estd, em
geral, correlacionado com seu nivel de expressdo (Shubert e Kiinzel, 1990), que a
hipertrofia do nucléolo é um estado em que a sintese de RNAr e ribossomos estd
aumentada (Nakamoto et al., 2001) e que um nucléolo grande pode estar correlacionado
com atividade de divisdo celular e com estdgios que possuem uma alta demanda de
proteina (Mosgoeller, 2004). Todas essas evidéncias podem ser usadas para explicar a
redug@o da drea nucleolar nas espermdtides, porém essa reducdo da drea nucleolar das
espermatides iniciais, também pode estar relacionada com a fragmentacdo do material
nucleolar, no inicio da préfase I, e migracdo de parte desse material para o citoplasma
das células germinativas, onde esse material participaria na formagao do CB.

O processo de formagdo do CB, no presente trabalho, foi acompanhado por
meio da utilizagcdo da técnica de microscopia eletronica de transmissdao (MET). Nossas
observagdes demonstraram que o CB comega a se originar a partir da migracdo de
material ribonucleoproteico do nicleo para o citoplasma das espermatogdnias, através
do complexo do poro, sendo que esse material se acumula em pequenas por¢des em
regides adjacentes ao nucleo celular. Nesse tipo celular o nucléolo ainda estd
organizado, ndo podendo contribuir para a formacao inicial da estrutura. Entretanto,
somente na fase de espermatdcito primdrio, podemos observar um CB totalmente
organizado, porém com tamanho reduzido quando comparado com CBs de outras
espécies (Peruquetti, 2009), e esse CB parece pronto para desempenhar seu importante
papel durante a espermatogénese. Além disso, € nos espermatdcitos primdrios que
ocorre fragmentacdo nucleolar, sendo que parte desse material nucleolar fragmentado,
provavelmente, migra para o citoplasma e se une com o material ribonucleoprotéico, ja
depositado nas regides adjacentes ao nicleo, passando a fazer parte da constitui¢io
quimica do CB. Essa formacdo do CB em D. minutus ¢ diferente da que ocorre em
outros organismos, como por exemplo em cdgados (Phrynops geoffroanus), em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) (Peruquetti, 2009), em ratos (Rattus novergicus), em
camundongos (Mus musculus) (Peruquetti et al., 2008a) e em gerbilos (Meriones

unguiculatus) (Peruquetti et al., 2008b), pois nessas espécies o0 CB comeca a se formar



somente na fase de espermatdcito primdrio. Outros autores também demonstram que a
formacdo do CB somente ocorre na fase de espermatdcitos primdrio (Tandler e Moriber,
1965; Kotaja e Sassone-Corsi, 2007).

Observacdes obtidas por meio de andlise ultra-estrutural dos espermatdcitos
primdrios em paquiteno, no presente trabalho, demonstraram um material
ribonucleoproteico, semelhante ao material que migra do niicleo para o citoplasma,
determinando o inicio da formacdo do CB, localizado préximo a complexos
sinaptonémicos, indicando que essa estrutura poderia estar armazenando RNAm, que,
ainda estaria sendo transcrito nessa fase, para ser usado em fases posteriores da
diferenciacao celular. Essa funcio de armazenamento de RNAm, que é proposta para o
CB, ¢é de relevante importancia, pois a transcricio de RNAm cessa nas espermatides
iniciais, quando seus nicleos comecam a alongar-se, porém a sintese de proteinas deve
continuar até os passos finais da espermiogénese (Monesi, 1965). Essa observagdo
remete para a necessidade da existéncia de uma “reserva” de RNAm nas espermatides,
para que essas moléculas possam ser traduzidas durante todo o processo de formacgao
dos espermatozéides. Vdrios autores ja sugeriram que o CB possui essa funcdo, por
meio da identificacdo de diferentes componentes do CB, com a aplicacdo de diversos
tratamentos (Soderstrom e Parvinen, 1976b; Soderstrom , 1977 ; Morales e Hecht,
1994; Moussa et al., 1994; Oko et al., 1996; Figueroa e Burzio, 1998). Ainda, foi
proposto que o CB seria uma fonte de proteinas pré-sintetizadas que seriam estocadas
para, posteriormente, comporem estruturas da prépria espermatide (Parvinen et al.,
1986). Essas observacdes discordam da afirmacdo feita por Haraguchi et al. (2005) de
que o CB funcionaria somente como um local de degradacio onde DNA, RNA e
proteinas desnecessarias seriam digeridas.

O CB € uma estrutura extremamente moével, tendo sido observado em varias
posi¢des no citoplasma dos espermatdcitos primarios (regides adjacentes ao ntcleo,
aglomerados de mitocdndrias) e das espermatides iniciais (regido anterior do nicleo). A
deteccdo da presenca de actina (Walt e Armbruster, 1984) e de cédlcio (Andonov e
Chaldakov, 1989) no CB, pode estar relacionada com sua alta taxa de movimentacao.
Essa alta mobilidade da organela também foi registrada por Parvinen et al. (1997) onde
o CB foi observado em ripida mudanca de posi¢dao em relacdo ao envelope nuclear,
complexo de Golgi e dreas de cromatina clara nuclear em espermatides iniciais vivas de
rato.

Os resultados do presente estudo também demonstraram uma discreta ligagcao
do CB com aglomerados de mitocondrias. A unido entre estas duas estruturas foi
previamente descrita, e alguns autores chegaram até a propor que o CB poderia originar-
se a partir de um material inter-mitocondrial (Fawcett et al., 1970). Outros autores

acreditam que o CB seja parcialmente formado por produtos do genoma nuclear e



suplementado por produtos do genoma mitocondrial (Reunov et al., 2000). Existe ainda
uma indicagdo de que a ligacdo entre CB e mitocOndrias esteja relacionada com a
participacdo do CB na sintese e no transporte de apocitocromos c,, uma isoforma do
citocromo ¢, somente expressa nos testiculos (Hess et al., 1993). Para reforgar as duas
ultimas hipdteses, foi detectada a presenga da citocromo ¢ oxidase (COXI), codificada
pelo genoma mitocondrial, no CB (Haraguchi et al., 2005). Porém, como j4 proposto em
outros trabalhos (Soley, 1994; Peruquetti et al., 2008 a,b), sugere-se, nesse trabalho, que
a ligacdo entre CB e mitocdndrias pode estar relacionada com o direcionamento de
aglomerados de mitocondrias para a dire¢do posterior do nicleo, onde as mesmas irdo
participar da formacdo da bainha mitocondrial, ao redor da peca intermedidria dos
espermatozdides. Essa funcdo é sugerida, pois, aglomerados de mitocondrias em
associagdo com fragmentos do CB, foram observados no citoplasma de espermaétides em
alongamento, provavelmente migrando para a regido onde haverd a formacao da cauda e
bainha mitocondrial dos espermatozéides. Em espermadtides finais ndo foi observada a
presenca de material do CB em nenhum compartimento celular, sugerindo que esse
material seja disperso nos corpos residuais e, possivelmente, degradado ao final do
processo de espermiogénese (Sud, 1961; Yokota, 2008).

Sendo assim, conclui-se que em D. minutus o nucléolo parece estar relacionado
com a formagdo do CB, pois no momento em que ocorre a fragmentacido do nucléolo,
no nicleo dos espermatécitos primdrios, o CB parece completar seu processo de
formacgdo podendo, assim, iniciar o desempenho de suas importantes fun¢des durante a
espermatogénese. No momento da reorganizacdo do nucléolo, no nicleo das
espermadtides iniciais, 0 mesmo possuiu uma drea menor, devido a varios fatores, entre
eles pode-se destacar essa possivel migragdo de material nucleolar do nicleo para o

citoplasma, para auxiliar na composicao quimica do CB.
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Figura 1: Andlise citoquimica de tibulos seminiferos de Dendropsophus minutus. A:
Hematoxilina-eosina (HE); C-E: Azul de toluidina (AT); B, F-H: Variante da
concentracdo eletrolitica critica (CEC); I-K: Reac¢ao de Feulgen; L-N: Impregnacao por
fons prata. A e B: s (células de Sertoli); go (espermatogdnias); spl (espermatdcitos
primdrios); es (espermdtides iniciais); stz (espermdtides finais); * (corpusculos
residuais). F, H, I, K, L e N: setas (marcac¢des nucleolares). Barras: A, B, F, I e L:

25um; C, D, E, G, H, J, K, M e N: 10um.
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Figura 2: Porcentagem de células germinativas (espermatogbnias e espermatides
iniciais) de Dendropsophus minutus que apresentaram de 1 a 4 nucléolos. As letras
indicam diferenca significante no nimero de nucléolos em cada tipo celular (LSD,

p<0,05).
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Figura 3: Area (nm?) do niicleo e do nucléolo de espermatogonias e de espermatides iniciais de
Dendropsophus minutus. O asterisco indica diferenca significante entre os tipos celulares (teste

t independente, p<0,05).




Figura 4: Células germinativas de Dendropsophus minutus. Impregnacgdo por fons prata
(AgNOR). A: Metafase espermatogonial apresentando um cariétipo 2n = 30. Alguns
cromossomos com regides organizadoras nucleolares (RONs) evidenciadas pela prata
(seta). B: Espermatdcitos primdrios em inicio de divisdo apresentando vdrios
corpusculos nucleolares (seta). C e D: Espermatdcitos primdarios em zigéteno e
paquiteno, respectivamente, apresentando uma marcag¢ao nucleolar (setas). E: Dipléteno
inicial, F: Dipl6éteno, G: Diacinese e H: Metdfase 1I, ndo apresentando evidencias de
material nucleolar organizado. I: Espermatides redondas (iniciais) e em alongamento
apresentando material nucleolar fragmentado em reorganizacdo. Barras: A, C, E e F:

Sum; B, D, G,He I: 10um.






Figura 5: Andlise ultra-estrutural de tibulos seminiferos de Dendropsophus minutus. A
e C: Espermatogonias com nucléolo (nu) do tipo compacto organizado. Observa-se a
presenca de material ribonucleoproteico, possivelmente migrando através do complexo
de poro (setas) e, posterior acimulo desse material em regides adjacentes ao envoltério
nuclear (asterisco). B: Material ribonucleoprotéico (asterisco) migrando do nticleo para
o citoplasma das espermatogbnias, através do complexo de poro (setas) e se
acumulando em regides adjacentes ao nicleo e préximos a mitocondrias (mi). D, F e G:
Espermatdcitos primdrios apresentando migracdo de material ribonucleoproteico
(asterisco) do nucleo para o citoplasma através do complexo do poro e acimulo desse
material em regides adjacentes ao envoltério nuclear e, préximas a aglomerados de
mitocondrias (mi). Material ribonucleoproteico préxima ao complexo sinaptonémico
(cabecas de seta). E: Espermdtide em alongamento com auséncia de material
ribonucleoproteico préximo as mitocondrias (mi). (n — ndcleo; ¢ — centriolo; f —

flagelo). Barras = 10um.






Figura 6: Andlise ultra-estrutural de tibulos seminiferos de Dendropsophus minutus. A
e B: Espermdtides em alongamento com material nucleolar reorganizado (nu) e
formagdo da vesicula acrossomal (va) na regido anterior do niicleo. E possivel observar
a presenca de aglomerados de mitocOndrias (mi) nessa regido. C: Migracdo dos
aglomerados de mitocOndrias (mi) em associagdo com material ribonucleoproteico
granular (asterisco). D: Espermdtide em alongamento sem a presenca de material
ribonucleoproteico proximo as mitocondrias. E e F: Espermatozéides em maturagdo
ndo apresentando a presenc¢a de material ribonucleoproteico (n — nicleo; ¢ — centriolo; f

— flagelo; mi — mitocondria; va — vesicula acrossomal). Barras = 10um.
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Resumo

O nucléolo € um dominio territorial do niucleo, que estd relacionado com a
compartimentalizacdo das fun¢des nucleares. Varias fungdes sdo atribuidas ao nucléolo,
sendo que a principal delas esta relacionada com a biogénese dos ribossomos. Algumas
evidéncias indicam que a fragmentacdo do material nucleolar durante a
espermatogénese pode estar relacionada com a formagdo do corpo cromatéide (CB). O
CB € uma estrutura citoplasmética cuja funcdo, a ele atribuida, refere-se a “reserva” ou
“estoque”, de RNA e de proteinas, para que essas moléculas possam ser utilizadas no
processo de diferenciacdo final dos espermatozéides. Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi acompanhar, qualitativamente e quantitativamente, o ciclo nucleolar
durante a espermatogénese de Phrynops geoffroanus (Reptilia, Testudines), por meio de
andlises citoquimicas, realizadas em cortes histolégicos de tibulos seminiferos e,
também, realizar uma comparacio entre essa fragmentacdo nucleolar e a formacgao do
CB nessa espécie, por meio de andlise ultra-estrutural. Para a realizacdo das andlises
qualitativas do ciclo nucleolar foram utilizadas algumas técnicas citoquimicas, como,
Hematoxilina-eosina (HE), azul de toluidina (AT), variante da concentracdo critica de
eletrdlitos (CEC), reacdo de Feulgen e impregnacdo por {ons prata (AgNOR), aplicadas
em cortes histoldgicos de testiculos. As andlises quantitativas do ciclo nucleolar foram
realizadas a partir dos cortes histoldgicos impregnados pela prata, onde, o nimero de
nucléolos presentes nas espermatogdnias e nas espermatides iniciais foi determinado e
comparado por Andlise de Varidncia de duas vias, completada pelo teste LSD para
comparagdes multiplas. Também foram mensuradas as dreas nuclear e nucleolar das
espermatogdnias e espermdtides iniciais e, posteriormente, essas dreas foram
comparadas por meio da aplicacdo do teste t independente. Para relacionar o ciclo
nucleolar com a formacao do CB no epitélio seminifero de P. geoffroanus foi aplicada a
técnica convencional para andlise em microscopia eletrdnica de transmissdo (MET). As
andlises qualitativas do ciclo nucleolar, evidenciaram que ocorre uma desorganizagdo e,
conseqiientemente, uma fragmentacdo do material nucleolar apés o paquiteno da
primeira divisdo meidtica, nos espermatdcitos primdrios. O nucléolo volta a se
reorganizar no nucleo das espermdtides iniciais, porém nas espermdtides finais e
espermatozdides maduros, a observacdo de material nucleolar organizado ndo foi mais
possivel. As andlises quantitativas do ciclo nucleolar demonstraram que as
espermatogdnias com 1 nucléolo s@o mais freqiientes do que as espermdtides iniciais,
com esse nimero de nucléolo.O inverso acontece com as células que apresentam 2
nucléolos, o que indica um leve aumento do nimero de nucléolos nas espermdtides
iniciais. A 4rea nucleolar foi significantemente maior nas espermatogdnias em relacio a

area nucleolar das espermdtides iniciais, indicando que ocorre uma reducdo da 4rea



nucleolar durante a divisdo meidtica. A andlise ultra-estrutural demonstrou que o CB
comeca a se formar no citoplasma dos espermatdcitos primarios, fase na qual ocorre a
fragmentacdo do material nucleolar. O CB foi observado em associacio com
aglomerados de mitocdndrias e em associagdo com o complexo de Golgi no citoplasma
dos espermatécitos primdrios. Nas espermdtides iniciais o CB foi observado em
associacdo com aglomerados de mitocondrias e com goticulas de lipidios, na regido de
formacdo da vesicula acrossomal. Nas espermdtides em alongamento o CB foi
observado em associagdo com essas mesmas estruturas, porém, localizado na regido
posterior do niicleo. Esse conjunto, formado pelo CB, goticulas de lipidios e algumas
mitocdndrias, foi eliminado nos corpos residuais. Portanto, pode-se concluir que, em P.
geoffroanus, o nucléolo pode estar relacionado com a formacao do CB, essa organela
citoplasmadtica que possui importantes fun¢des durante o processo de espermatogénese.
Algumas das fungdes que podem ser atribuidas ao CB, no presente estudo, sdo a
participacio do CB na formacdo da vesicula acrossomal e direcionamento de
mitocOndrias para a regido de formagdo da cauda e da bainha mitocondrial dos

espermatozdides.

1. Introducao

O nucléolo € um dominio territorial do nucleo, que estad relacionado com a
compartimentalizacdo das fun¢des nucleares (Hernandez-Verdun, 1991). A maioria dos
eventos de biogénese de ribossomos, como a sintese de RNA ribossomal (RNAr) e o
processamento e a reunido das subunidades ribossomais, ocorre no interior do nucléolo
(Cmarko et al., 2008). A maquinaria nucleolar de biogénese de ribossomos estd
distribuida em trés diferentes compartimentos nucleolares, que podem ser observados
em microscopia eletronica de transmissdo (MET): centro fibrilar (CF), componente
fibrilar denso (CFD) e componente granular (CG). Cada um desses trés compartimentos
abrigam diferentes etapas da biogé€nese de ribossomos, como a transcricdo de RNAr, a
maturagdo e o splicing dos RNArs imaturos e a reunido das particulas pré-ribossomais
(Sirri et al., 2008). Devido a isso, a principal funcdo atribuida ao nucléolo € o papel que
ele desempenha na biogénese de ribossomos (Gerbi et al., 2003; Boisvert et al., 2007;
Sirri et al., 2008). De fato, existe uma grande quantidade de proteinas nucleolares,
aproximadamente 271, envolvidas no desempenho dessa fung¢do. Porém, vérios
trabalhos t€ém demonstrado que o nucléolo possui vdrias outras fungdes, denominadas
ndo ribossomais, como por exemplo: modificacdes de nucleotideos de
ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs); biossintese de sinais de reconhecimento de
particulas; captura e liberacdo de proteinas envolvidas em silenciamento génico

(Pederson, 2002). Além disso, em alguns compartimentos nucleolares, tem sido



observada a presenca das proteinas Netl, Cdcl4 e Sir2, que sdo responsdveis por
mecanismos de controle do ciclo celular (Shou et al., 1999; Straight et al., 1999; Visitin
et al., 1999; Garcia e Pillus, 1999) e proteinas supressoras de tumor, como a ARF
(Carmo-Fonseca et al., 2000) e a p53 e a Myc (Montanaro et al., 2007). O nucléolo de
células germinativas também pode atuar no controle do ciclo celular meiético, pois
abriga as proteinas Pch2 e Sir2, que estdo ligadas ao silenciamento cromatinico e a
promocao do checkpoint do paquiteno (San-Segundo e Roeder, 1999).

Alguns trabalhos t€m sugerido que a fragmentacdo do material nucleolar,
durante o processo de espermatogé€nese, pode estar relacionada com a formacdo do
corpo cromatéide (CB) nas células germinativas masculinas (Comings e Okada, 1972;
Andersen, 1978; Andonov, 1990; Peruquetti et al., 2008 a,b). O CB é uma organela
citoplasmatica e uma fungdo de “reserva” ou “estoque”, de RNA e de proteinas, para
que as mesmas sejam utilizadas no processo de diferenciacdo final dos espermatozoéides,
tem sido atribuida a ela (Soderstrom e Parvinen, 1976; Saunders et al., 1992). O CB é
considerado um complexo macromolecular que parece ter um papel como coordenador
do controle pés-transcricional de produtos génicos em células germinativas masculinas
hapléides e, também, como centro de determinac@o dos destinos de RNAm (Parvinen,
2005; Kotaja et al., 2006; Kotaja e Sassone-Corsi, 2007). Porém alguns autores
encontraram evidéncias de que o CB possui algumas caracteristicas agregativas. Essas
evidéncias indicariam que ele ndo € um local de sintese, como proposto previamente,
mas um local de degradacdo onde DNA, RNA e proteinas desnecessarias sdo digeridas
(Haraguchi et al., 2005). Apesar dos recentes esforcos, ainda existem muitas ddvidas em
relacdo a fung@o dessa estrutura citoplasmadtica nas células germinativas. A origem do
CB também permanece incerta, existindo vdrias suposi¢cdes para a mesma. Além da
sugestdo de que o CB se origine a partir de material nucleolar fragmentado, realizada
por alguns autores, outras origens sdo propostas para essa estrutura. Alguns autores
defendem a idéia de que o CB origine-se a partir de algum outro produto nuclear, que
atravessa o complexo de poro em direcdo ao citoplasma das células (Parvinen e
Parvinen, 1979; Parvinen et al., 1997). Existem, ainda, autores que afirmam que o CB
se origina a partir do acimulo de um material inter-mitocondrial no citoplasma das
espermdtides (Fawcett et al., 1970) ou de alguns produtos mitocondriais que sao
liberados para o citoplasma celular (Reunov et al., 2000).

Tendo em vista esse problema biolégico, o objetivo do presente estudo foi
acompanhar, qualitativamente e quantitativamente, o ciclo nucleolar durante a
espermatogénese de Phrynops geoffroanus (Reptilia, Testudines), por meio de anélises
citoquimicas realizadas em cortes histolégicos de tibulos seminiferos e, realizar uma
comparacdo entre essa fragmentagcdo nucleolar e a formagdo do CB dessa espécie, por

meio de andlise ultra-estrutural. Os répteis, classe a qual a espécie utilizada no presente



estudo pertence, sdo 0s mais primitivos vertebrados amniotas e possuem como
caracteristica, além do surgimento do amnion, outros aspectos de transi¢cdo da vida
aqudtica para a terrestre, além da independéncia da 4gua para a reproducio (Gribbins et
al., 2003). Devido ao fato de pertencerem a um grupo de transicdo, possuem aspectos
reprodutivos que os assemelham aos demais vertebrados amniotas (aves e mamiferos),
como por exemplo, testiculo tubular, fertilizacao interna associada a 6érgaos copulatérios
e um Orgao para estoque de espermatozéide (epididimo) (Pudney, 1990), porém, ainda
possuem alguns aspectos reprodutivos pertecentes ao grupo dos vertebrados anamniotas
(peixes e anfibios), como por exemplo, um padrio temporal e sazonal de
desenvolvimento das células germinativas (Gribbins et al., 2003). A maioria dos
trabalhos, realizados para caracterizacdo do CB, tem empregado como modelo
experimental algumas espécies de invertebrados, peixes, anfibios e, a grande maioria
deles, se concentra no estudo da espermatogénese de mamiferos. Dessa forma nenhum
estudo que vise descrever a formagdo e as possiveis funcdes do CB, durante a
espermatogénese de répteis, esse grupo animal que possui interessantes caracteristicas
reprodutivas, tem sido realizado. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho visa

preencher essa lacuna.

2. Material e Método

Foram utilizados cinco machos adultos de Phrynops geoffroanus (Reptilia,
Testudines), que foram coletados por meio de busca ativa no Cérrego Felicidade — Sao
José do Rio Preto — SP. Todos os animais foram trazidos do campo para o laboratério e,
durante a realizagdo dos experimentos foram aclimatados em terrarios apropriados,
recebendo alimento e agua ad libitum. Todos os exemplares foram anestesiados e
mortos por meio de injecdo letal do anestésico Cloridrato de Ketamina® no coragio,
provocando uma parada cardiaca e, posteriormente ao 6bito dos animais, procedeu-se a

disseccdo dos mesmos e a retirada das gonadas para posterior processamento.

Analises citoquimicas

Os testiculos foram removidos e, imediatamente, fixados em Karnovsky, para
posterior inclusdo em historesina. Desses fragmentos testiculares foram obtidos cortes de
3 um em micrétomo Leica RM 2155. Esses cortes foram submetidos a algumas técnicas
citoquimicas para um acompanhamento qualitativo da distribui¢do do material nucleolar

nas células germinativas. As técnicas citoquimicas utilizadas foram: Hematoxilina-Eosina



(Ribeiro e Lima, 2000); azul de toluidina (AT) pH 4,0 (Mello e Vidal, 1980); Variante da
técnica da Concentracdo Critica de Eletrdlitos — CEC (Mello et al., 1993); reacdo de
Feulgen (Mello e Vidal, 1980, com modificagdes); Impregnacdo pelos fons prata
(AgNOR) (Howell e Black, 1980). Todas as laminas foram analisadas em microscopio
Olympus BX60, com sistema analisador de imagem Image Pro-Plus — Média
Cybernetics, Versao 6.1 para Windows.

Além das andlises qualitativas da distribuicdo do material nucleolar, os cortes
histolégicos impregnados pela prata, também foram utilizados para a realizacdo de
algumas andlises quantitativas, como: andlise do niimero de nucléolos presentes nas
espermatogdnias e nas espermatides iniciais; e andlise das dreas nuclear e nucleolar das

espermatogdnias e das espermdtides iniciais.

Andlise do numero de nucléolos nas espermatogdnias € nas espermatides

Foram analisadas 122,6 + 7,6 espermatogdnias e 138,0 £ 3,46 espermaétides
iniciais, em cada cdgado utilizado (n=5). O nimero de nucléolos foi determinado para
todas as espermatogOnias e espermdtides iniciais analisadas, em cada um dos cinco
animais. Apés a determinacdo de todos os valores absolutos, procedeu-se o calculo da
porcentagem de espermatogdnias e espermatides iniciais com diferentes nimeros de
nucléolos, uma vez que o total de células analisadas foi diferente em cada animal

utilizado.

Andlises das areas nuclear e nucleolar nas espermatogonias e espermatides

Todas as células utilizadas na andlise anterior foram fotodocumentadas em um
microscopio Olympus BX 40, com sistema analisador de imagem [mage Pro-Plus —
Média Cybernetics, Versao 4.5 para Windows. Posteriormente, foram obtidas as
medidas das areas nuclear e nucleolar dessas células, em sistema analisador de imagens
Image J — Image Processing and Analysis in Java, Versio 1.40
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Para as células com um tnico nucléolo, a medida da édrea
obtida era prontamente mensurada. J4 para as células que possuiam dois ou mais
nucléolos, considerou-se como drea nucleolar total (utilizada para realizacdo das

andalises) a soma das areas de cada nucléolo.

Analise dos dados

A normalidade dos dados foi testada por meio da andlise do Skewness e do

Kurtosis (Ha e Ha, 2007) e a homogeneidade de variancia pelo teste F max (Zar, 1999).



O numero de nucléolos foi comparado entre espermatogonias e espermdtides iniciais e
dentro do mesmo tipo celular por Andlise de Variancia de duas vias, completada pelo
teste LSD para comparacdes miuiltiplas. J4 as d4reas nucleares e nucleolares das
espermatogdnias foram comparadas com as dreas nucleares e nucleolares das
espermatides iniciais, por meio do teste t independente. Foi considerado p < 0,05 para

significancia estatistica e todas as andlises utilizadas foram baseadas em Zar (1999).

Analise Ultra-estrutural — Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Amostras testiculares dos espécimes utilizados foram fixadas em glutaraldeido a
3% e 4cido tanico a 0,25% em tampao Miloning, pH 7,3, durante 2 horas em
temperatura ambiente. Apds a lavagem em tampao, os fragmentos foram pds-fixados
em tetréxido de 6smio (1%), durante 2 horas em geladeira e, em seguida, essas amostras
foram lavadas em &4gua destilada e desidratadas, em baterias de acetona em ordem
crescente de concentrac@o e passaram por uma infiltracdo em araldite pura por 2 horas,
a 37°C. Desses fragmentos testiculares incluidos em araldite, foram obtidos cortes semi-
finos e ultra-finos, em ultramicrétomo Leica Ultracut UCT. 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 solucao de hidréxido
de sdédio 1N, por 6 minutos (Venable e Coggeshall, 1965). Os resultados das técnicas de
MET foram documentados por eletromicrografias obtidas em microscopio eletronico de
transmissdo Leo-Zeiss (Cambridge, UK) 906 com sistema analisador de imagens ITEM

(Soft Image System — Camera Veleta 2K x 2K TEM CCD Camera).

Nota ética

O presente trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica na Experimentagio

Animal (CEEA) — UNESP / Botucatu — SP, sob protocolo n°057/06.

3. Resultados

Analises citoquimicas

As anélises citoquimicas qualitativas foram empregadas para acompanhar a
distribuicdo do material nucleolar, durante a divisdo meidtica, que ocorre no epitélio
seminifero de Phrynops geoffroanus, sendo que a técnica de HE foi utilizada para
identificar o padrdo e o estigio de maturacdo dos tibulos seminiferos da espécie

utilizada. Esta técnica evidenciou um padrdo de espermatogénese semelhante ao dos



mamiferos, sendo que nos tibulos seminiferos utilizados foi possivel observar células
em diferentes graus de maturagdo: espermatogOnias, espermatdcitos primarios,
espermatides iniciais e espermatozo6ides (Figura 1A). A identificagéo dos tipos celulares
presentes no epitélio germinativo foi realizada segundo Gribbins et al. (2003). A técnica
de coloragdo pelo azul de toluidina (AT) permitiu observar que as células do epitélio
germinativo possuiam uma intensa metacromasia nas em todos os dominios nucleares
(eucromatina, heterocromatina, nucléolo, cromossomos) (Figuras 1C, 1D e 1E).
Geralmente, o grau de metacromasia variou de acordo com o nivel de compactacio do
material genético, com a ploidia do nucleo celular e, principalmente, com a intensidade
da complexacdo dos 4cidos nucléicos com corpuisculos de ribonucleoproteinas (RNPs).
A técnica do AT foi utilizada como controle da técnica variante da concentragao critica
de eletrdlitos (CEC) tendo, esta ultima, evidenciado nucléolos metacromadticos nas
espermatogdnias (Figura 1F), fragmentacdo do material nucleolar nos espermatdcitos
primdrios (Figura 1G) e auséncia de marcacdo nucleolar nas espermadtides iniciais
(Figura 1H). Foi detectada a presenca de uma pequena quantidade de ‘“‘corpuisculos
residuais” metacromadticos no limen dos tibulos seminiferos. A rea¢do de Feulgen, uma
técnica citoquimica especifica para deteccio de DNA, revelou todos os ntcleos das
células germinativas em cor purpura, variando em intensidade de acordo com o grau de
ploidia do nicleo e de compactacdo de cromatina nuclear. Pode-se observar a presenca
de regides heterocromadticas destacadas mais fortemente, sempre em associacdo com
halos claros, que sugerem a presenca de material nucleolar. Pode ser notado que as areas
claras sdo muito mais evidentes nas espermatogénias (Figura 1I) do que no
espermatécitos primdrios (Figura 1J) e nas espermatides iniciais (Figura 1K), indicando
uma fragmentacdo e diminuic¢do da drea nucleolar nesses tipos celulares. A impregnacao
por fons prata (AgNOR) evidenciou as regides nucleolares das diferentes células do
tibulo seminifero, sendo que nas espermatogénias (Figura 1L) o nucléolo foi
claramente destacado, enquanto que nos espermatdcitos primdrios (Figura 1M) e nas
espermdtides iniciais (Figura 1N), o nucléolo apresentou-se, respectivamente,

fragmentado e com 4rea reduzida.

Analise do nimero de nucléolos nas espermatogdnias e nas espermatides

Foi observada uma interag@o entre o tipo celular e o nimero de nucléolos (F =
17,247; p = 0,000001). Nessa interagdo o nimero de espermatogbnias que possuiam
apenas 1 nucléolo foi maior do que o nimero de espermdtides iniciais com apenas 1
nucléolo. Entretanto, o numero de espermatogonias que possuiam 2 nucléolos foi menor
do que o nimero de espermadtides iniciais, com a mesma quantidade de nucléolos

(Figura 2).



Analises das areas nuclear e nucleolar nas espermatogdnias e espermatides

Foi encontrada diferenca significante entre as dreas nucleares das
espermatogdnias e espermdtides iniciais (t = 12,14; p = 0,000002) e entre as &reas
nucleolares das espermatogonias e das espermatides iniciais (t = 14,36; p = 0,000001).
Em ambos os casos, as dreas nas espermatogOnias foram maiores do que as dreas nas

espermatides iniciais (Figura 3).

Analise Ultra-estrutural — Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A andlise ultra-estrutural foi empregada para acompanhar a fragmentagdo do
nucléolo, bem como a formacdo do CB, no epitélio seminifero da espécie utilizada no
presente estudo. As espermatogdnias apresentaram nucléolo do tipo compacto
organizado no centro do nicleo e nido houve indicios do actimulo de ‘“nuages”,
compostas por material ribonucleoprotéico, ou do inicio da formag¢do do CB, no
citoplasma desse tipo celular (Figuras 4A e 4B). Algumas evidéncias indicaram a
fragmentacdo tardia do material nucleolar, pois espermatdcitos primdrios em paquiteno,
nos quais foi observada a presenca de complexo sinaptonémico, ainda possuiam
material nucleolar organizado (Figura 4C). Nesse estdgio também ndo foi detectado o
inicio da formagdo do CB. Nos espermatdcitos primdrios, em estagios posteriores ao
paquiteno, foi detectado o inicio do actimulo de material ribonucleoproteico que, ao se
unirem, dao origem ao CB e, também foi observada, a completa desorganizacdo do
nucléolo. O material ribonucleoproteico que se acumula no citoplasma dos
espermatdcitos primarios, dando origem ao CB, pode ser observado em associagdo com
aglomerados de mitocondrias (Figura 4D), isolado (Figura 4E) ou, as vezes, em
associacdo com o complexo de Golgi (Figura 4F). Nas espermadtides iniciais o CB foi
observado em associagdo com aglomerados de mitocondrias e com goticulas de lipidios,
na regido anterior do nicleo, no local onde ocorre a formagdo da vesicula acrossomal
(Figuras 5A, 5B e 5C). Nas espermétides em alongamento foi observada a presenca de
um nucléolo reorganizado, porém com uma 4rea reduzida em relacdo a drea do nucléolo
das espermatogbnias, e, também, a migracio do conjunto formado pelo CB, por
aglomerado de mitocOndrias e por goticulas de lipidios para a regido posterior do
ndcleo, onde ird ocorrer a formacdo da cauda e da bainha mitocondrial dos
espermatozdides (Figuras 5D, SE, 5F e 5G). O material do CB, juntamente com as
goticulas de lipidios e com as mitocOndrias excedentes, parece ter sido eliminado nos
restos citoplasmaticos, formando os corpos residuais no limen do tdbulo seminifero

(Figura 5H).



4. Discussao

O presente estudo teve como objetivo acompanhar o ciclo nucleolar, ou seja,
sua fragmentacdo e a distribuicdo desse material nucleolar durante a divisdo meidtica,
no epitélio germinativo de Phrynops geoffroanus, e verificar se existe relacio entre esse
fendmeno e a formagdo do corpo cromatéide (CB) nessa espécie.

O nucléolo desempenha vdrios papéis cruciais no nucleo: além da sua fungdo na
producdo de ribossomos ele ¢ um dominio nuclear multifuncional, e a atividade
nucleolar estd ligada com vdrias patologias (Sirri et al., 2008). Além das 271 proteinas
nucleolares envolvidas na sintese e no processamento de RNAr, existem outras
proteinas nucleolares, que parecem possuir diferentes funcdes, como: modificagdes de
nucleotideos de snRNPs; biossintese de sinais de reconhecimento de particulas; captura
e liberacdo de proteinas envolvidas em silenciamento génico (Pederson, 2002). Além
disso, o nucléolo abriga as proteinas Netl, Cdcl4 e Sir2, que sdo responsdveis por
mecanismos de controle do ciclo celular (Shou et al., 1999; Straight et al., 1999; Visitin
et al., 1999; Garcia e Pillus, 1999) e possui uma proteina, denominada ARF, que é
considerada supressora de tumor (Carmo-Fonseca et al., 2000), além de outras proteinas
que sdo consideradas supressoras de tumor, como a p53 e a Myc, e que podem ser
responsaveis pela tumorigénese (Montanaro et al., 2007). H4 uma varia¢do no tamanho
do nucléolo em células em crescimentos e em células em periodo de restri¢ao, sendo
que ocorre a desorganizacio e a organizacgdo nucleolar a cada ciclo celular mitético ou
meidtico (Pikaard, 2002; Teruel et al., 2007). Além disso, o proprio nucléolo possui
proteinas que sdo responsdveis pelo checkpoint do paquiteno, reprimindo a
recombinacdo nas regides de DNAr, como a Pch2 e Sir2 (Garcia e Pillus, 1999; San-
Segundo e Roeder, 1999).

O acompanhamento qualitativo da fragmentagdo e distribuicio do material
nucleolar durante a espermatogénese de P. geoffroanus, por meio de técnicas
citoquimicas aplicadas em cortes histoldgicos de tibulos seminiferos, demonstrou que o
nucléolo, nas espermatogbdnias, permanece organizado, podendo ser observada a
presenca de 1 a 4 nucléolos. Apds o inicio da divisdo meidtica, ocorre uma
desorganizacido do material nucleolar, quando os espermatdcitos primdrios completam a
fase de paquiteno. Apds o final da divisdo meidtica, o nucléolo se reorganiza
novamente, no nicleo das espermadtides iniciais, podendo ser observada, novamente, a
presenca de 1 a 4 nucléolos. Porém, os nucléolos reorganizados parecem possuir uma
drea menor do que a drea dos nucléolos das espermatogdnias. Esse fendmeno da
fragmentacdo nucleolar durante a préfase 1 e sua, posterior, reorganizacdo nas

espermatides iniciais, jd foi amplamente descrito em vdrios trabalhos (por exemplo,



Takeuchi e Takeuchi, 1990; Tartarotti e Azeredo-Oliveira, 1999; Severi-Aguiar et al.,
2002; Peruquetti et al. 2008a,b). Também ji& foi observada, no nucléolo de
espermatdcitos e espermdtides de camundongo, a diminuicdo da quantidade das
proteinas C23 e B23, presentes no CFD e CFD, e que sdo responsaveis,
respectivamente, pela transcricio de RNAr e clivagem dos pré-RNAr (Biggiogera et
al.,1991). Todos esses dados indicam a ocorréncia de fragmentagdo nucleolar na préfase
meidtica e, sua posterior reorganizacio no nicleo de espermatides iniciais. Esse padrio
de desorganizacdo do material nucleolar, apés o paquiteno, da primeira divisdo meidtica
€ semelhante ao descrito para cordados em geral, onde € descrita a ocorréncia de uma
vigorosa atividade nucleolar durante a préfase I, com atividade nucleolar mdxima em
paquiteno (Schmid et al., 1982; Wachtler e Stahl, 1993; Teruel et al, 2007). Nao foi
observada a presenca de nucléolo organizado no ntcleo das espermdtides finais e dos
espermatozdides maduros. A presengca do nucléolo nesses tipos celulares ndo ¢é
necessdria, uma vez que, apds o processo de fecundag@o, os nucléolos dos pré-nticleos,
tanto masculino quanto feminino, sdo de origem materna. Trabalhos recentes
demonstraram que o nucléolo materno, associado com outros elementos
nucleoplasmadticos, € essencial para o desenvolvimento embriondrio (Lefreve, 2008).

O ciclo nucleolar também foi analisado quantitativamente, tendo sido avaliado o
nimero de nucléolos presentes nas espermatogbnias e nas espermadtides iniciais e,
também, a 4rea dos niicleos e dos nucléolos dos mesmos tipos celulares. Em relagcdo ao
ndmero de nucléolos, foi detectada uma diferenca entre os dois tipos celulares
analisados, sendo que, espermatogdnias com apenas 1 nucléolo foram mais freqiientes,
em relacdo as espermadtides iniciais com um tnico nucledlo. J4 as espermétides inicias
com 2 nucléolos foram encontradas com maior freqii€ncia, quando comparadas com as
espermatogdnias com o mesmo nimero de nucléolos. Esses resultados demonstram que
houve um aumento no nimero de células com dois nucléolos, apés a divisdo meidtica. E
bem conhecido que o nimero de nucléolos de uma célula germinativa esta relacionado
com o ndimero de RONs que ela possui (Guo et al., 1996; Teruel et al., 2007). Sendo
assim, nas espermatogonias dipldides seria esperado encontrar o dobro de nucléolos do
que o encontrado nas espermadtides iniciais hapléides. Porém, no presente trabalho, foi
demonstrado exatamente o oposto, ou seja, ao invés da reducdo do nimero de nucléolos
foi observado o aumento desse nimero, nas espermatides iniciais. Esse fato pode ser
explicado pela presenca de uma fragmentacio nucleolar muito intensa, gerando muitos
corpusculos nucleolares, que podem ser contados como nucléolos organizados nesse
tipo celular. J4 em relagdo as dreas nuclear e nucleolar, das espermatogdnias e das
espermatides iniciais, foi encontrado que essas dreas nas espermatogdnias foram
significantemente maiores quando comparadas as mesmas 4reas das espermdtides

iniciais, indicando que ocorre uma redu¢do do tamanho do nucléolo de um tipo celular



para outro. Tem sido demonstrado que o tamanho do nucléolo é proporcional a
quantidade de sintese de RNAr (Caspersson, 1950), o tamanho da RON (nimero de
cistrons de RNAr) é, em geral, correlacionado com seu nivel de expressdo (Shubert e
Kiinzel, 1990), que a hipertrofia do nucléolo é um estado em que a sintese de RNAr e
ribossomos estd aumentada (Nakamoto et al., 2001) e que um nucléolo grande pode
estar correlacionado com atividade de divisdo celular e com estagios que possuem uma
alta demanda de proteina (Mosgoeller, 2004). Todos esses fatos podem ser usados para
explicar a reducdo da area nucleolar das espermadtides, porém essa reducdo da area
nucleolar das espermatides iniciais também pode estar relacionada com a fragmentagio
do material nucleolar, no inicio da préfase I, e migracdo de parte desse material para o
citoplasma das células germinativas, onde esse material participaria na formagdo do
corpo cromatéide (CB).

O CB ¢é uma organela citoplasmdtica e uma funcio de “reserva” ou “estoque”,
de RNA e de proteinas, para que as mesmas sejam utilizadas no processo de
diferenciacdo final dos espermatozdides, tem sido atribuida a ela (Soderstrom e
Parvinen, 1976; Saunders et al., 1992). O CB ¢ considerado um complexo
macromolecular que parece ter um papel como coordenador do controle pds-
transcricional de produtos génicos em células germinativas masculinas hapléides e
também como centro de determinacdo dos destinos de RNAm (Kootaja et al., 2006;
Kootaja e Sassone-Corsi, 2007). Anélises ultra-estruturais revelaram que o CB possui
uma estrutura porosa, contendo regides que apresentam diferentes eletro-densidades
(Figueroa e Burzio, 1998). A origem dessa estrutura citoplasmadtica ainda permanece
incerta. Alguns autores acreditam que o CB seja uma estrutura derivada da
fragmentacdo e migracdo de material nucleolar do nicleo para o citoplasma (Comings e
Okada, 1972; Andersen, 1978; Andonov, 1990; Peruquetti et al., 2008 a,b). Outros
autores defendem a idéia de que o CB € proveniente de algum outro material nuclear,
que atravessa o complexo de poro em direcdo ao citoplasma das células (Parvinen e
Parvinen, 1979; Parvinen et al., 1997). Existem autores que afirmam que o CB se
origina a partir do acimulo de um material inter-mitocondrial no citoplasma das
espermétides (Fawcett et al., 1970) ou de contelido mitocondrial que é liberado para o
citoplasma celular (Reunov et al., 2000).

Para testar se existe alguma relag@o entre a fragmentacdo do material nucleolar,
durante a meiose, e o processo de formacdo do CB, no presente trabalho, foi empregada
a andlise ultra-estrutural, por meio de microscopia eletronica de transmissao (MET). Foi
observado que as espermatogbnias possuem nucléolo organizado, e ndo possuem
evidéncias do acimulo de material ribonucleoproteico, que posteriormete se unird e
daréd origem ao CB, em seu citoplasma. Os répteis sdo os vertebrados aminiotas mais

primitivos e exibem caracteristicas intermedidrias entre o grupo ao qual pertence e os



vertebrados amniotas (Gribins et al., 2003). Por exemplo, os répteis possuem testiculo
tubular, fertilizacdo interna associada a 6rgdos copulatérios e um 6rgdo para estoque de
espermatozdide (epididimo) (Pudney, 1990), como os demais vertebrados amniotas
(aves e mamiferos). Porém, apesar do arranjo tubular dos testiculos, a espermatogénese
possui uma distribui¢do temporal, como ocorre nos vertebrados anamniotas (peixes e
anfibios), e ndo espacial como ocorre nos amniotas (Gribins et al., 2003). Com relagio a
formacédo do CB, os répteis possuem caracteristicas que os aproximam mais dos demais
vertebrados amniotas, pois nestes ndo ha evidéncias do inicio da formacdo do CB nas
espermatogdnias, enquanto que, em peixes e anfibios, foi detectado o inicio da
formacao dessa estrutura no citoplasma das espermatogonias (Peruquetti 2009).
Observou-se que o CB inicia o seu processo de formacdo no citoplasma dos
espermatdcitos primdrios, apds a fase de paquiteno, exatamente no momento em que o
nucléolo inicia o seu processo de desorganizacdo. Muitos trabalhos, utilizando outras
espécies de animais, tanto vertebrados quanto invertebrados, tém proposto que o CB
realmente origina-se no citoplasma dos espermatdcitos primarios (Kootaja e Sassone-
Corsi, 2007; Peruquetti et al., 2008a,b). Esse processo de formacdo do CB inicia-se por
meio do acimulo de pequenas ‘“nuages’, um material ribonuncleoproteico, no
citoplasma dos espermatdcitos primdrios. Esse material ribonucleoproteico, aos poucos,
vai se coalescendo e, finalmente, dd origem a um tnico CB. Esse tipo de origem para o
CB j4 foi proposto em outros trabalhos (Paniagua et al., 1986; Peruquetti et al.,
2008a,b). Esse material ribonucleoproteico que ird originar o CB foi observado, no
citoplasma dos espermatdcitos primdrios, em associacdo com aglomerados de
mitocondrias, em associacdo com o complexo de Golgi, ou, as vezes, isolados. A
associacdo com mitocOndrias ja foi descrita em varios trabalhos, sendo que alguns
autores sugerem que essa associagdo deve-se ao fato do CB ser formado, totalmente ou
parcialmente, por produtos mitocondriais (Reunov et al., 2000) ou por material inter-
mitocondrial (Fawcett et al., 1970). Existe, ainda, uma indicac¢do de que a ligacdo entre
CB e mitocOndrias esteja relacionada com a participacio do CB na sintese e no
transporte de apocitocromos c¢,, uma isoforma do citocromo ¢ somente expressa nos
testiculos (Hess et al., 1993). Para corroborar com essa sugestdo, foi detectada a
presenca da citocromo ¢ oxidase (COXI), codificada pelo genoma mitocondrial, no CB
(Haraguchi et al., 2005). Outros autores, bem como os dados do presente estudos,
sugerem que a associacdo entre CB e mitocdndrias pode estar relacionada com a funcgéo,
que provavelmente o CB desempenha, de direcionar as mitocOndrias, através do
citoplasma das espermdtides, para a regido posterior do nuicleo onde haverd a formacdo
da cauda e da bainha mitocondrial dos espermatozdides (Soley, 1994; Peruquetti et al.,
2008a,b). A associacdo do CB com o complexo de Golgi também j4 foi demonstrada em

vérios trabalhos, tendo também recebido, diferentes explicagdes. Soderstrom e Parvinen



(1976), Tang et al. (1982), Peruquetti et al. (2008a,b) sugerem que a interacio entre as
duas estruturas pode estar relacionada com a formagdo do sistema acrossOmico nas
espermdtides iniciais, j4 que freqiientemente sdo observadas vesiculas deslocando-se
entre o complexo de Golgi e o CB. Anton (1983) sugere que a ligag¢do entre o complexo
de Golgi e o CB pode estar relacionada com o actimulo de enzimas provindas do
complexo de Golgi e que rodeiam o CB, para a¢@o na regido caudal do nicleo nas fases
finais da espermiogénese. Existe ainda a suposi¢cdo de que o CB, por estar associado
com produtos provenientes do complexo de Golgi, possua algumas caracteristicas
agregativas, sugerindo que ele ndo é um local de sintese, como proposto por alguns
autores, mas um local de degradacdo onde DNA, RNA e proteinas desnecessdrias sao
digeridas (Haraguchi et al., 2005).

Nas espermatides iniciais 0 CB foi observado em associacdo com mitocondrias
e com goticulas de lipidios, préximo a regido de formacao da vesicula acrossomal. A
presenca dessas goticulas de lipidio é muito comum nas células germinativas da espécie
utilizada no presente estudo, sendo que essa mesma associacdo também ja foi detectada
em espermatides em alongamento de Meriones unguiculatus (Peruquetti et al., 2008b).
Esses autores sugerem que essa ligacao precisa ser melhor explorada, porém pode estar
relacionada com a participagdo do CB no metabolismo de hormdnios esterdides, durante
a espermiog€nese. Nas espermatides em alongamento o conjunto CB, aglomerado de
mitocondrias e goticulas de lipidios foi observado na regido posterior do ntcleo,
posicionando-se na regido de formacdo da cauda e da bainha mitocondrial dos
espermatozdides. O CB apresenta-se como uma organela extremamente moével no
citoplasma das células germinativas. A presenca de actina (Walt e Armbruster, 1984;
Aumiiller e Seitz, 1988) e de cdlcio (Andonov e Chaldakov, 1989) pode estar
relacionada com a alta mobilidade da organela, j4 que no presente estudo, o CB foi
detectado em varias posicdes no citoplasma de espermatdcitos primdrios e das
espermatides iniciais e em alongamento. A alta mobilidade da organela também foi
registrada por Parvinen et al. (1997) onde o CB foi observado em rdpida mudanca de
posicdo em relacdo ao envelope nuclear, complexo de Golgi e dreas de cromatina clara
nuclear em espermadtides iniciais vivas de rato. Em espermdtides finais foi observada a
presenca de material proveniente do CB, juntamente com as goticulas de lipidios e com
algumas mitocOndrias, nos restos citoplasmaticos, sugerindo que esse material seja
disperso nos corpos residuais e, possivelmente, degradado no final da espermiogénese
(Sud, 1961; Yokota, 2008).

Os dados apresentados demonstram que em Phrynops geoffroanus ocorre
fragmentacdo do nucléolo, no nticleo dos espermatdcitos primdrios que ja concluiram o
estdgio de paquiteno e, nesse exato momento, o CB inicia o seu processo de formagao

no citoplasma dos espermatdcitos primarios. Portanto, pode-se concluir que o nucléolo



pode estar relacionado com a formagdo do CB, essa organela citoplasmética que possui
importantes fun¢des durante o processo de espermatogé€nese. Algumas das funcdes que
podem ser atribuidas ao CB, no presente estudo, sdo a participacdo do CB na formacao
da vesicula acrossomal e direcionamento de mitocondrias para a regido de formacgdo da

cauda e da bainha mitocondrial dos espermatozdides.
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Figura 1: Andlise citoquimica de tubulos seminiferos de Phrynops geoffroanus. A:
Hematoxilina-eosina (HE); C-E: Azul de toluidina (AT); B, F-H: Variante da
concentracdo eletrolitica critica (CEC); I-K: Reac¢ao de Feulgen; L-N: Impregnacao por
fons prata. A e B: s (células de Sertoli); go (espermatogdnias); spl (espermatdcitos
primdrios); es (espermdtides iniciais); stz (espermadtides finais); * (corpusculos
residuais). F, H, I, K, L e N: setas (marcagdes nucleolares). Barras: A e B: 50um; C-N:

20um.
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Figura 2: Porcentagem de células germinativas (espermatogdnias e espermatides
iniciais) de Phrynops geoffroanus que apresentaram de 1 a 4 nucléolos. As letras
indicam diferenca significante no numero de nucléolos em cada tipo celular e o

asterisco indica diferenca significante entre os tipos celular (LSD, p<0,05).
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Figura 3: Area (nm”) do niicleo e do nucléolo de espermatogonias e de espermétides iniciais
de Phrynops geoffroanus. O asterisco indica diferenca significante entre os tipos celulares

(teste t independente, p<0,05).




Figura 4: Anadlise ultra-estrutural de tibulos seminiferos de Phrynops geoffroanus. A e
B: Espermatogdnias com nucléolo (nu) do tipo compacto organizado. C: Espermatdcito
primdrio em paquiteno, com presenga de complexo sinaptonémico (setas) apresentando
nucléolo organizado (nu). D, E e F: Espermatdcitos primdrio apds o paquiteno, sem a
presenca de nucléolo organizado e, com inicio de acimulo de material
ribonucleoproteico no citoplasma (*). Esse material se reine e forma o CB que,
posteriormente, pode ser observado em associacdo com aglomerados de mitocondrias
(m), isolado ou em associa¢gdo com o complexo de Golgi (g). (n — nicleo; nu — nucléolo;
m — mitocOndrias; setas — complexo sinaptonémico; * - corpo cromatdide; g — complexo

de Golgi). Barras = 10um.






Figura 5: Anadlise ultra-estrutural de tdbulos seminiferos de Phrynops geoffroanus. A:
Espermatide inicial com CB (*) associado com mitocdndrias (m). B e C: Espermatides
inicial apresentando CB (*) em associa¢do com goticulas de lipidios (1) e aglomerados
de mitocOndrias (m), proximo a regido de formacgdo da vesicula acrossomal (a). D, E, F
e G: Espermitides em alongamento apresentando o conjunto contendo o CB (*),
aglomerados de mitocondrias (m) e goticulas de lipidios (1) em deslocamento para a
regido posterior do nucleo (n), onde haverd a formagao da bainha mitocondrial e cauda
dos espermatozdides maduros. Conjunto contendo o CB (*), mitocOndrias excedentes
(m) e goticulas de lipidios (1) sendo eliminado, juntamente com o0s restos
citoplasmaticos. (n — nicleo; nu — nucléolo; * - corpo cromatéide; m — mitocondrias; 1 —

goticula de lipidio; a — vesicula acrossomal). Barras = 10um.
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Resumo

A espermatogénese de mamiferos é um processo amplamente estudado e suas
caracteristicas ja foram exaustivamente descritas. Porém um importante aspecto da
espermatogénese de mamiferos, a formagao e a funcio do corpo cromatdide (CB), ainda
permanece parcialmente indefinido. O CB € uma organela citoplasmadtica caracteristica
de células germinativas e, aparentemente, possui uma funcéo de “reserva” ou “estoque”,
de RNA e proteinas, para as fases finais de diferenciagdo dos espermatozéides. Algumas
origens ja foram propostas para esse complexo molecular citoplasmatico, sendo que
uma delas afirma que o CB possa se originar a partir de nucléolos, que se fragmentam
durante a divisdo celular meidtica. O nucléolo é um dominio territorial do nicleo, que
estd relacionado com a compartimentalizacdo das fungdes nucleares. Vdrias funcdes sdo
atribuidas ao nucléolo, sendo que a principal delas estd relacionada com a biogénese dos
ribossomos. Portanto, o objetivo do presente estudo foi verificar se existe alguma
relacdo entre a desorganizacdo, fragmentacdo e distribuicio do material nucleolar
durante a espermatogénese de mamiferos e a formacdo do CB, utilizando Oryctolagus
cuniculus (Mammalia, Lagomorpha) como modelo biolégico. Foram aplicadas andlises
citoquimicas, realizadas em cortes histolégicos e em preparagdes citogenéticas de
tibulos seminiferos, para acompanhar qualitativamente e quantitativamente o ciclo
nucleolar durante a espermatogénese. Para uma comparacdo entre a fragmentacio
nucleolar e a formacdo do CB nessa espécie, foi aplicada andlise ultra-estrutural
(microscopia eletrdnica de transmissdo — MET). As técnicas citoquimicas utilizadas
para a realizacdo das andlises qualitativas do ciclo nucleolar foram Hematoxilina-eosina
(HE), azul de toluidina (AT), variante da concentragcdo critica de eletrélitos (CEC),
reacdo de Feulgen e impregnagdo por fons prata (AgNOR) em cortes histolégicos de
testiculos. Nas andlises quantitativas do ciclo nucleolar o niimero de nucléolos presentes
nas espermatogbnias e nas espermadtides iniciais foi determinado e comparado por
Andlise de Variancia de duas vias, completada pelo teste LSD para comparagdes
multiplas. Também foram mensuradas as 4reas nuclear e nucleolar das espermatog6nias
e espermdtides iniciais e, posteriormente, essas dreas foram comparadas por meio da
aplicacio do teste t independente. As andlises qualitativas do ciclo nucleolar,
evidenciaram que ocorre uma desorganizacdo e, conseqiientemente, uma fragmentacio
do material nucleolar apds o paquiteno da primeira divisdo meidtica, nos espermatdcitos
primdrios. O nucléolo volta a se reorganizar no nicleo das espermatides iniciais, porém
nas espermdtides finais e nos espermatozdides maduros, a observacdo de material
nucleolar organizado ndo foi mais possivel. As andlises quantitativas do ciclo nucleolar
demonstraram que as espermadtides iniciais com 1 nucléolo sdo mais freqiientes do que

as espermatogdnias, com esse numero de nucléolo. A drea nucleolar foi



significantemente maior nas espermatogbénias em relacio a drea nucleolar das
espermétides iniciais, indicando que ocorre uma reducdo da drea nucleolar durante a
divisdo meidtica. A andlise ultra-estrutural demonstrou que o CB comeca a se formar no
citoplasma dos espermatdcitos primarios, fase na qual ocorre a fragmentacdo do
material nucleolar. O CB foi observado em associacio com aglomerados de
mitocondrias no citoplasma dos espermatdcitos primarios. Nas espermatides iniciais o
CB foi observado em associacdo com aglomerados de mitocOndrias, na regido de
formacdo da vesicula acrossomal. Nas espermatides em alongamento o CB também foi
observado em associagdo com mitocondrias, porém, direcionando-se para a regido
posterior do nicleo. Em espermadtides finais ndo foi observada a presenga de material do
CB em nenhum compartimento celular. Portanto, pode-se concluir que, em O. cuniculus
o ciclo nucleolar pode estar relacionado com a formag¢do do CB, pois essa organela
citoplasmdtica comeca a se formar no citoplasma dos espermatdcitos primarios,
exatamente no momento em que o nucléolo inicia o seu processo de desorganizacio.
Também sugerimos que o CB tem um papel fundamental na espermatogénese dessa
espécie, podendo estar relacionado com eventos como a formacdo do sistema
acrossomal das espermdtides iniciais e com a formagdo da bainha mitocondrial e cauda

dos espermatozéides maduros.

1. Introducao

A espermatogé€nese € um processo bioldgico de transformacdes graduais de
células germinativas em espermatozdides funcionais, em um extenso periodo de tempo,
e que ocorre no epitélio germinativo dos tibulos seminiferos, no interior dos testiculos.
E um processo que envolve proliferacio celular por meio de repetidas divisdes
mitdticas, duplicagdo dos cromossomos, recombinagdo genética por meio do crossing-
over, divisdao meidtica reducional para producdo de espermitides hapldides e
diferenciacdo final de espermétides em espermatozdides (Hess, 1999). Esse processo
tem sido amplamente estudado e descrito em mamiferos, existindo atualmente um
profundo conhecimento a respeito da espermatogé€nese, bem como uma terminologia
adequada para descricdo da mesma (Clermont, 1972). Porém aspectos como a formacgao
e a funcio do corpo cromatdide (CB), que € um importante evento da espermatogénese
em mamiferos, ainda permanecem pouco esclarecidos. O CB é uma organela
citoplasmaética caracteristica de células germinativas e, aparentemente, possui uma
funcdo de “reserva” ou “estoque”, de RNA e proteinas, para as fases finais de
diferenciacdo dos espermatozoéides (Soderstrom e Parvinen, 1976; Saunders et al.,
1992). Muitos estudos tém sido realizados, com o intuito de esclarecer a funcio dessa

intrigante estrutura citoplasmatica. Os mais recentes esforcos, com relagdo a



funcionalidade do CB, tém detectado a presenga de proteinas homoélogas a proteina
VASA, de drosdfila, que é uma proteina essencial para promover o estabelecimento e a
diferenciacdo das células da linhagem germinativa, intimamente associada com o CB de
varios organismos (Raz, 2000; Noce et al., 2001; Kotaja et al., 2006a; Kotaja et al.,
2006b). Um outro importante achado foi a detec¢do de que o CB possui a proteina
MAEL, um ortélogo do MAELSTROM de drosdfila, que estd associado ndo somente
com o silenciamento dos corpos XY, mas também com o silenciamento dos autossomos
sem sinapse, interagindo diretamente com o remodelador de cromatina SNF5/INII1 e
com a proteina associada a cromatina SINB3. A presenca de MAEL no CB e suas
interacdes promove uma ligacdo sugerindo seu envolvimento no direcionamento de
miRNA no silenciamento meiético de cromatina sem sinapse (MSUC) (Costa el al.,
2006). Apesar da existéncia de muitos estudos que estdo tentando esclarecer a funcdo
dessa estrutura, a origem da mesma ainda permanece incerta. Existem vdrias teorias que
tentam explicar a origem do CB. Uma dessas teorias diz que o CB € proveniente de
algum produto nuclear, que atravessa o complexo de poro em dire¢do ao citoplasma das
células (Parvinen e Parvinen, 1979; Parvinen et al., 1997). Uma outra teoria afirma que
0 CB se origina a partir do acimulo de um material inter-mitocondrial no citoplasma
das espermatides (Fawcett et al., 1970) ou de alguns produtos mitocondriais que sdo
liberados para o citoplasma celular (Reunov et al., 2000). Finalmente, existe uma
indicacdo de que o CB se origine a partir da fragmentacdo e migracdo de material
nucleolar, do nicleo para o citoplasma das células germinativas masculinas (Comings e
Okada, 1972; Andersen, 1978; Andonov, 1990; Peruquetti et al., 2008 a,b).

O nucléolo é um dominio territorial particular do niicleo, que esta relacionado
com a compartimentalizacio das funcdes nucleares (Hernandez-Verdun, 1991). E um
importante subcompartimento do ntcleo, altamente organizado e ndo envolto por
membrana, e a principal funcio atribuida ao nucléolo € o seu papel na biogénese de
ribossomos (Gerbi et al., 2003; Boisvert et al., 2007; Sirri et al., 2008). De fato, a
maioria das proteinas nucleolares estd envolvida na sintese e no processamento de RNA
ribossomal (RNAr). Porém existem outras proteinas que possuem diferentes fungdes,
como: modificacdes de nucleotideos de ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs);
biossintese de sinais de reconhecimento de particulas; captura e liberagdo de proteinas
envolvidas em silenciamento génico (Pederson, 2002). Além disso, o nucléolo abriga
as protefnas Netl, Cdc14 e Sir2, que sdo responsdveis por mecanismos de controle do
ciclo celular (Shou et al., 1999; Straight et al., 1999; Visitin et al., 1999; Garcia e Pillus,
1999) e proteinas supressoras de tumor, como a ARF (Carmo-Fonseca et al., 2000) e a
pS3 e a Myc (Montanaro et al., 2007). O nucléolo de células germinativas pode, ainda,

atuar no controle do ciclo celular meidtico, pois as proteinas Pch2 e Sir2, que estdo



ligadas ao silenciamento cromatinico e a promog¢ado do checkpoint do paquiteno, podem
ser encontradas em seus compartimentos (San-Segundo e Roeder, 1999).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi verificar se existe alguma relacio
entre a desorganizacdo, fragmentacdo e distribui¢do do material nucleolar durante a
espermatogénese de mamiferos, com o processo de formagdo do CB. Para realizagdo
desse estudo foram utilizadas anélises citoquimicas do ciclo nucleolar e andlises ultra-
estruturais do ciclo nucleolar e da forma¢do do CB em tubulos seminiferos de

Oryctolagus cuniculus (Mammalia, Lagomorpha).

2. Material e Método

Foram utilizados cinco machos adultos de Oryctolagus cuniculus (Mammalia,
Lagomorpha) provenientes do biotério da Faculdade de Medicina de Rio Preto
(FAMERP) — Sao José do Rio Preto — SP — Brasil. Durante os experimentos, todos os
animais foram mantidos sob condicdes padrdo de tratamento (25°C, 40% — 70%
umidade relativa, 12 hr claro/12 hr escuro), e todos tiveram acesso a comida e dgua ad
libitum. Os espécimes utilizados foram anestesiados e mortos, por meio de inalacdo de
gis-carbonico (CO,) e, posteriormente, as godnadas foram removidas e tratadas

adequadamente para cada procedimento utilizado no presente estudo.

Analises citoquimicas

Os testiculos dos exemplares de O. cuniculus foram removidos e,
imediatamente, fixados em Karnovsky, para posterior inclusdo em historesina. Desses
fragmentos testiculares foram obtidos cortes de 3 pm em micrétomo Leica RM 2155.
Esses cortes foram submetidos a algumas técnicas citoquimicas para acompanhar a
fragmentacdo e a distribuicdo do material nucleolar nas células germinativas. As
técnicas citoquimicas utilizadas foram: Hematoxilina-Eosina (Ribeiro e Lima, 2000);
azul de toluidina (AT) pH 4,0 (Mello e Vidal, 1980); Variante da técnica da
Concentragdo Critica de Eletrdlitos — CEC (Mello et al., 1993); reacdo de Feulgen
(Mello e Vidal, 1980, com modificagbes); Impregnacdo pelos fons prata (AgNOR)
(Howell e Black, 1980). Todas as laminas foram analisadas em microscépio Olympus
BX60, com sistema analisador de imagem Image Pré-Plus — Média Cybernetics, Versao
6.1 para Windows.

Além das andlises qualitativas da distribui¢do do material nucleolar, os cortes
histolégicos impregnados pela prata, provenientes dos cinco animais, também foram

utilizados para a realizagdo de algumas andlises quantitativas: andlise do nimero de



nucléolo nas espermatogdnias e nas espermdtides iniciais; e andlise das dreas nuclear e

nucleolar nas espermatogonias e nas espermatides iniciais.

Anadlise do nimero de nucléolos nas espermatogOnias € nas espermatides

Foram analisadas espermatogonias (144,2 + 9,47 / cada animal) e espermatides
iniciais (169,2 = 13,81 / cada animal) em cada coelho (n=5). O ntimero de nucléolos foi
determinado para as espermatogdnias e para as espermatides iniciais analisadas, em
cada um dos cinco animais. Apds a determinacdo de todos os valores absolutos,
procedeu-se o cdlculo da porcentagem de espermatogdnias e de espermdtides iniciais
com diferentes nimeros de nucléolos, uma vez que o total de células variou em cada

animal utilizado (n=5).

Analise das dreas nuclear e nucleolar nas espermatogdnias e espermatides

Todas as células, utilizadas na andlise anterior, foram fotodocumentadas em um
microscopio Olympus BX 40, com sistema analisador de imagem [Image Pro-Plus —
Média Cybernetics, Versao 4.5 para Windows. Posteriormente, foram realizadas
medidas das dreas nuclear e nucleolar dessas células, em sistema analisador de imagens
Image J — Image Processing and Analysis in Java, Versio 1.40
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Para as células com um tunico nucléolo, a medida da &area
obtida era prontamente mensurada. Ja para as células que possuiam dois ou mais
nucléolos, considerou-se como drea nucleolar total (utilizada para realizagdo das

analises) a soma das areas de cada nucléolo.

Analise dos dados

A normalidade dos dados foi testada por meio da andlise do Skewness e do
Kurtosis (Ha e Ha, 2007) e a homogeneidade de variancia pelo teste F max (Zar, 1999).
O ndmero de nucléolos foi comparado entre espermatogdnias e espermadtides iniciais e
dentro do mesmo tipo celular por Andlise de Variancia de duas vias, completada pelo
teste LSD para comparacdes multiplas. J4 as dreas nucleares e nucleolares das
espermatogonias foram comparadas com as dreas nucleares e nucleolares das
espermdtides iniciais, por meio do teste t independente. Foi considerado p < 0,05 para

significancia estatistica e todas as andlises utilizadas foram baseadas em Zar (1999).

Analise citogenética



Os testiculos foram preparados seguindo o procedimento de Kligerman e Bloom
(1977), adaptado por Bertollo (1978), que consiste em seccionar os testiculos em
fragmentos pequenos e tratd-los com uma solug@o hipotdnica de KCI1 0,075 M durante
20 minutos e, logo em seguida, fixar o material durante 10 minutos em metanol: dcido
acético (3:1) recém-preparado, repetindo o processo de fixagdo mais uma vez. O
material foi, entdo, retirado do fixador e alguns fragmentos do érgdo foram transferidos
para uma placa escavada, onde foram adicionadas de duas a trés gotas de dcido acético a
50%. O material foi fragmentado com cuidado a fim de se obter uma suspensao celular
e com uma pipeta Pasteur, foi colocada uma gota de suspensdo sobre uma ladmina
aquecida a 30-35°C, reaspirando-a imediatamente (esse procedimento foi repetido em
mais dois ou trés campos da lamina). Em seguida, as laminas foram submetidas a
técnica de Impregnacdo por fons prata (AgNOR) (Howell e Black, 1980) para
visualizacdo e acompanhamento do material nucleolar durante a divisdo meidtica das
células germinativas. Todas as laminas foram analisadas em microscépio Olympus
BX60, com sistema analisador de imagem Image Pro-Plus — Média Cybernetics, Versiao

6.1 para Windows.

Analise ultra-estrutural (MET)

Amostras testiculares dos espécimes utilizados foram fixadas em glutaraldeido a
3% e acido tdnico a 0,25% em tampao Miloning, pH 7,3, durante 2 horas em
temperatura ambiente. Ap6s a lavagem em tampao, os fragmentos foram pds-fixados
em tetroxido de 6smio a 1%, durante 2 horas em geladeira e, em seguida, essas amostras
foram lavadas em &4gua destilada e desidratadas, em baterias de acetona em ordem
crescente de concentracdo e passaram por uma infiltracdo em araldite pura por 2 horas,
a 37°C. Desses fragmentos testiculares incluidos em araldite, foram obtidos cortes semi-
finos e ultra-finos, em ultramicrétomo Leica Ultracut UCT. 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 sédio 1IN, por 6 minutos (Venable e Coggeshall, 1965). Os resultados das técnicas de
microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) foram documentados por
eletromicrografias obtidas em microscépio eletronico de transmissdo Leo-Zeiss
(Cambridge, UK) 906 com sistema analisador de imagens ITEM (Soft Image System —
Camera Veleta 2K x 2K TEM CCD Camera).

Nota ética



O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacio

Animal (CEEA) — UNESP / Botucatu — SP, sob protocolo n°057/06.

3. Resultados

Analises citoquimicas

Andlises citoquimicas qualitativas foram empregadas para acompanhar o ciclo
nucleolar no epitélio germinativo de Oryctolagus cuniculus, ou seja, acompanhar a
fragmentacdo e a distribuicdo do material nucleolar durante a espermatogénese da
espécie utilizada. A técnica de hematoxilina-eosina (HE) possibilitou realizar uma
andlise geral das células germinativas masculinas, tendo evidenciado um padriao de
espermatogénese em ondas espermatogénicas (Figura 1A). Os estddios de
desenvolvimento dos tdbulos seminiferos e os tipos celulares presentes no epitélio
germinativo, foram classificados de acordo com Leblond e Clermont (1952). Foi
possivel observar uma marcacio basofilica no citoplasma de espermétides iniciais na
regido de formacdo do acrossomo. A coloracdo pelo azul de toluidina (AT) permitiu
observar que todas as células do epitélio germinativo possuiam uma intensa
metacromasia em todos os dominios nucleares (Figuras 1C, 1D e 1E). O grau de
metacromasia, geralmente, variou com o nivel de compactacio do material genético,
com a ploidia do nicleo celular e com a intensidade de complexacdo dos 4cidos
nucléicos com corpusculos de ribonucleoproteinas (RNPs). A técnica de coloragdo pelo
AT foi utilizada como controle da técnica variante da concentracao critica de eletrélitos
(CEC) onde foi possivel observar a presenca de nucléolo organizado nas
espermatogdnias (Figura 1F). Nos espermatdcitos primarios o material nucleolar
apresentava-se fragmentado e distribuido ao redor dos cromossomos (Figura 1G), e as
espermadtides iniciais apresentavam-se com auséncia de marcacdo nucleolar ou uma
marcacdo muito fraca (Figura 1H). A técnica de variante de CEC permitiu observar a
presenca de uma grande quantidade de corpos residuais no limen do tibulo seminifero,
onde os espermatozéides sdo liberados (Figura 1B). A técnica de reacdo de Feulgen, que
€ uma técnica citoquimica especifica para deteccdo de DNA, revelou todos os nicleos
das células germinativas em cor pdrpura, variando em intensidade de acordo com o grau
de ploidia e de compactacdo de cromatina das células. Dessa forma, as espermatogdnias
periféricas (Figura 1I), as espermatides proximas a luz do tibulo e os espermatozdides
apresentaram-se fortemente corados, e as demais células, como as células de Sertoli,
espermatdcitos primdrios (Figura 1J) e espermétides iniciais (Figura 1K) mostraram a
cromatina levemente corada em rosa. Pode-se observar a presenga de regides

heterocromadticas, destacadas mais fortemente, sempre em associacdo com halos claros,



que sugerem a presen¢a de material nucleolar (Figuras 11, 1J e 1K). Pode ser notado que
as dreas claras sdo mais evidentes nas espermatogdnias e nos espermatdcitos primarios
do que nas espermatides iniciais, indicando uma fragmentacdo e, conseqiientemente,
uma diminui¢do da 4rea nucleolar nas espermdtides iniciais. A impregnacao pelos fons
prata (AgNOR) evidenciou as regides nucleolares das diferentes células do tubulo
seminifero, sendo que nas espermatogdnias o nucléolo foi claramente destacado (Figura
1L), enquanto que nos espermatdcitos primarios (Figura 1M) e nas espermatides iniciais

(Figura 1N), o nucléolo apresentou-se fragmentado e com 4rea reduzida.

Andlise do numero de nucléolos nas espermatogdnias e nas espermatides iniciais

Foi observada uma interac@o entre o tipo celular e o nimero de nucléolos (F =
3,63; p = 0,023). Nessa interagdo o nimero de espermatogdnias que possuiam apenas 1
nucléolo foi menor do que o niimero de espermaétides iniciais com apenas 1 nucléolo.
Para as demais quantidades de nucléolos, ndo houve diferenca entre os tipos celulares

(Figura 2).

Analise das areas nuclear e nucleolar nas espermatogonias e espermatides iniciais

Foi encontrada diferenca significante entre as 4reas nucleares das
espermatogdnias e espermdtides iniciais (t = 9,64; p = 0,00001) e entre as dreas
nucleolares das espermatogdnias e das espermatides iniciais (t = 10,14; p = 0,000008).
Em ambos os casos, a drea nas espermatogdnias foi maior do que nas espermatides

iniciais (Figura 3).

Analise citogenética

Nas preparagdes citogenéticas ndo foram encontradas espermatogdnias em
mitose, mesmo assim, o nimero cromossdmico da espécie foi determinado como sendo
2n=44 (Korstanjea et al., 1999). As espermatogdnias em intérfase apresentaram
nucléolo central organizado, geralmente com um grande volume (Figura 4A).
Espermatdcitos primdrios em zigéteno (Figuras 4B) apresentaram material nucleolar
fragmentando distribuido no interior do nidcleo e, também, na periferia nuclear ao redor
dos cromossomos. Ja os espermatdcitos primdrios em paquiteno (Figuras 4C)
apresentaram corptisculos nucleolares distribuidos, preferencialmente, pela periferia da
regido nuclear. Durante a metafase I (Figura 4D) ndo foi detectada a presenga de

material nucleolar organizado, no entanto foi possivel observar alguns pontos de maior



impregnacdo pela prata em alguns cromossomos provavelmente nas posi¢cdes onde estiao
localizadas as regides organizadoras nucleolar (RONSs). Espermatides iniciais
(redondas) e espermatides em alongamento foram observadas apresentando varios
corpusculos nucleolares (Figuras 4E e 4F), sendo os corpusculos distribuidos com maior
freqiiéncia pela periferia do nucleo. Os espermatozdides maduros (Figura 4G)
apresentaram uma forte impregnacdio pela prata na regido da formacdo da peca

intermedidria e da cauda dos espermatozoéides.

Analise ultra-estrutural — Microscopia Eletronica de Transmissiao (MET)

A andlise ultra-estrutural foi empregada para acompanhar a fragmentagdao do
material nucleolar e a formagao do corpo cromatdide (CB), no epitélio germinativo da
espécie utilizada no presente estudo. Foram observadas espermatogdnias com nucléolo,
do tipo reticulado, organizado e nao houve evidéncias de actimulo de material
ribonucleoproteico no citoplasma desse tipo celular (Figura 5A). Nos espermatdcitos
primdrios em paquiteno ndo foi detectada a presenca de nucléolo organizado, e o inicio
da formacdo do CB pode ser observado, por meio de um material ribonucleoproteico
que se acumulou em algumas regides do citoplasma celular. Esse material foi observado
isolado (Figura 5B) ou associado com aglomerados de mitocondrias (Figuras 5C e 5D).
Nas espermadtides iniciais o nucléolo apresentou-se reorganizado (Figuras SE e 6A) e
um CB, geralmente Gnico e com uma grande 4rea, pode ser observado em associagio
com aglomerados de mitocOndrias, em regides proximas ao local de formacdo do
sistema acrossomal (Figuras SE, S5F, 6A e 6B). Nas espermdtides em alongamento o
nucléolo também apresentou-se organizado, e o CB ainda apresentando uma grande
drea, e em associa¢do com mitocdndrias, apresentou-se migrando para a regido posterior
do ndcleo (Figuras 6C, 6D e 6F). Nao foi possivel observar a presenga de material
proveniente do CB em nenhuma regido celular das espermdtides finais e

espermatozoéides maduros (Figura 6F).

4. Discussao

O objetivo do presente estudo foi verificar a relagdo existente entre o ciclo
nucleolar, ou seja, a desorganizacao, fragmentacao e distribui¢cdo do material nucleolar,
durante a espermatogénese de Oryctolagus cuniculus, com a formac¢do do corpo
cromatéide (CB).

O CB ¢ uma organela citoplasmdtica caracteristica de células germinativas e,
provavelmente, possui uma fungdo de “reserva” ou “estoque” de RNA e proteinas para
a diferenciacdo final dos espermatozdides (Soderstrom e Parvinen, 1976; Saunders et

al.,, 1992). A acdo dessa estrutura parece ser muito importante para o processo de



espermatogénese, pois, a presenga de mutacdes na proteina TDR1/MTR-1 e no antigeno
de histocompatibilidade OX3, presentes no CB, causam esterilidade em ratos (Head e
Kresge, 1985; Chuma et al., 2006). Porém, apesar da importancia dessa estrutura para o
processo espermatogénese, sua origem ainda permanece incerta. Existem vdrias teorias
que tentam explicar a origem do CB. Uma dessas teorias diz que o CB € proveniente de
algum produto nuclear, que atravessa o complexo de poro em direcdo ao citoplasma das
células (Parvinen e Parvinen, 1979; Parvinen et al., 1997). Uma outra teoria afirma que
o CB se origina a partir do acimulo de um material inter-mitocondrial no citoplasma
das espermadtides (Fawcett et al., 1970) ou de alguns produtos mitocondriais que sdo
liberados para o citoplasma celular (Reunov et al., 2000). Finalmente, existe uma
indicacdo de que o CB se origine a partir da fragmentacdo e migracdo de material
nucleolar, do niicleo para o citoplasma das células germinativas masculinas (Comings e
Okada, 1972; Andersen, 1978; Andonov, 1990; Peruquetti et al., 2008 a,b).

O nucléolo é um dominio territorial particular do nicleo, que estd relacionado
com a compartimentalizacio das funcdes nucleares (Hernandez-Verdun, 1991). E
considerado um subcompartimento do nicleo, altamente organizado e nio envolto por
membrana, e a principal funcdo atribuida ao nucléolo € o seu papel na biogénese de
ribossomos (Gerbi et al., 2003; Boisvert et al., 2007; Sirri et al., 2008). Embora o
nucléolo seja preliminarmente associado com a biogé€nese de ribossomos, varias linhas
de pesquisa t€m demonstrado que ele possui fungdes adicionais. Algumas dessas
funcdes sdo: regulagdo da mitose, progressao do ciclo celular e da proliferacdo celular,
muitas formas de resposta ao estresse celular, biogénese de muitas particulas de
ribonucleoproteinas e relacdo como algumas doencas humanas como o cancer,
infecgdes virais e doencas degenerativas (Boisvert et al. 2007). O tamanho do nucléolo
sofre variacdo em células em crescimento e células em ponto de restri¢do, e ele se
organiza e se desorganiza a cada ciclo celular mitético ou meidtico (Pikaard, 2002;
Teruel et al., 2007). Além disso, o préprio nucléolo abriga as proteinas Pch2 e Sir2 que
sdo responsaveis pelo checkpoint do paquiteno, reprimindo a recombinagdo nas regides
de DNAr (Garcia e Pillus, 1999; San-Segundo e Roeder, 1999).

Para verificar se existe relagdo entre o ciclo nucleolar na espermatogénese e a
formacdo do CB analisamos, primeiramente, a fragmentacdo e a distribuicdo do
material nucleolar durante a divisdo meidtica que ocorre no epitélio germinativo da
espécie utilizada no presente estudo. O ciclo nucleolar foi analisado por meio de
andlises citoquimicas qualitativas, aplicadas em cortes histolégicos e em preparagdes
citogenéticas dos tiibulos seminiferos e, também, por meio de andlises quantitativas.
Nas anélises qualitativas do ciclo nucleolar foi detectado que em espermatogdnias sao
observados de 1 a 4 corptisculos nucleolares organizados, geralmente na regido central

do niucleo. J4 nos espermatdcitos primdrios ocorre uma completa fragmentacdo do



nucléolo, apés o estidgio de paquiteno da prdéfase 1. Nesse estdgio, os fragmentos
nucleolares s@o observados distribuidos, preferencialmente, pela periferia do nicleo
celular. Posteriormente, nas espermdtides iniciais, ocorre a reorganizagdo da estrutura
nucleolar, podendo novamente ser observado de 1 a 4 corpisculos nucleolares
organizados, apds o final da segunda divisdo meidtica, sendo que esses corpusculos
também apresentavam-se distribuidos pela periferia do nidcleo. Duas caracteristicas
importantes puderam ser observadas nessa andlise: a fragmentacdo do material
nucleolar, que ocorre nos espermatdcitos primdrios e a distribui¢do dos corpusculos
nucleolares, preferencialmente, pela periferia do nicleo.

O fendmeno da fragmentacdo nucleolar durante a profase I e, posterior
reorganizacio desses nucléolos nas espermadtides iniciais, ja foi amplamente descrito em
vérios trabalhos (por exemplo, Takeuchi e Takeuchi, 1990; Morielle-Souza e Azeredo-
Oliveira, 2008; Peruquetti et al. 2008a,b). Também ja foi observada a diminuicdo da
quantidade das proteinas C23 e B23, presentes no CF e CFD e que sio responsaveis,
respectivamente, pela transcricio de RNAr e clivagem dos pré-RNAr, no nucléolo de
espermatdcitos e espermdtides de camundongo (Biggiogera et al.,1991). Todos esses
dados indicam a ocorréncia de fragmentacdo nucleolar na préfase meidtica e, sua
posterior reorganizagdo no nucleo de espermdtides iniciais. Os dados obtidos no
presente estudo corroboram com a descricdo feita em alguns cordados, onde foi
demonstrada a presenca de uma vigorosa atividade nucleolar na préfase I, com
atividade maxima em paquiteno (Hofgirtner et al, 1979; Schmid et al., 1982; Wachtler e
Stahl, 1993; Teruel et al, 2007). J4 em humanos, a fragmentacdo nucleolar vista nas
espermatogdnias B, indica que a interrup¢do da transcricio de DNAr ocorre no pré-
leptéteno. (Hartung et al., 1990), havendo, portanto, a fragmentacdo em estagios
anteriores da prdéfase I. Nas espermdtides finais e espermatozéides maduros os
nucléolos desorganizam-se novamente, e nao foram mais observados. A presenca do
nucléolo no espermatozéide ndo é necessdria, uma vez que apds a fecundagdo os
nucléolos dos pré-nicleos masculino e feminino sdo, ambos, de origem materna.
Trabalhos recentes demonstraram que o nucléolo materno, junto com demais elementos
nucleoplasmaticos, sdo essenciais para o desenvolvimento embriondrio (Lefreve, 2008).

A presenca de nucléolos distribuidos pela periferia do ndcleo também ja foi
detectada em outros trabalhos. Berrios et al. (2004), observaram a presenca de nucléolo
periférico nos espermatdcitos primdrios de algumas espécies, incluindo humano, e
atribuiram o fato a presenca de RONs terminais. Em outras espécies, analisadas pelos
mesmos autores, € que possuiam regides organizadoras nucleolar (RONs) intercaladas,
esse tipo de posicdo das RONs deu origem a um nucléolo central. Portanto, esses
autores afirmam que a posicio do nucléolo dentro do espermatdcito primario é

principalmente dependente de: 1) posicdo da RON no complexo sinaptonémico (CS)



bivalente nucleolar; 2) padrdo nuclear do complexo sinaptonémico (CS) bivalente
nucleolar, sendo ambos teloméricos e ligados ao envelope nuclear; 3) associa¢do dos
bivalentes nucleolares por meio de seus dominios RONs que ocupam o mesmo espago
nuclear. Sendo assim, pode-se concluir que a distribuicdo do nucléolo dentro do espaco
nuclear de espermatdcitos é ndo-randomico, sendo consistente com a existéncia de
arquitetura nucleolar meidtica espécie-especifica (Berrios et al., 2004).

As andlises quantitativas do ciclo nucleolar foram aplicadas para avaliar o
nimero de nucléolos presentes nas espermatogbnias e nas espermadtides iniciais e,
também, para determinar as dreas dos nucleos e dos nucléolos dos mesmos tipos
celulares. Em relagdo ao ndimero de nucléolos, foi detectada uma diferenca entre os dois
tipos celulares analisados, sendo que, espermétides iniciais com apenas 1 nucléolo
foram mais freqiientes, em relacdo as espermatogdénias com um tnico nucledlo. Esses
resultados demonstram que houve um aumento no ndmero de células com 1 nucléolo,
ap6s a divisio meiética. E bem conhecido que o ndmero de nucléolos de uma célula
germinativa estd relacionado com o niimero de RONs que ela possui (Guo et al., 1996;
Teruel et al., 2007). Sendo assim, nas espermatogénias dipldides seria esperado
encontrar o dobro de nucléolos do que o encontrado nas espermadtides iniciais hapléides.
Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho, corroboram com os dados
existentes na literatura. J4, em relag@o as dreas nuclear e nucleolar das espermatogdnias
e das espermatides iniciais, foi encontrado que essas areas nas espermatogonias foram
significantemente maiores quando comparadas as mesmas 4reas das espermdtides
iniciais, indicando que ocorre uma redugdo do tamanho do nucléolo de um tipo celular
para outro. Tem sido demonstrado que o tamanho do nucléolo é proporcional a
quantidade de sintese de RNAr (Caspersson, 1950), o tamanho da RON (nimero de
cistrons de RNAr) €, em geral, correlacionado com seu nivel de expressdo (Shubert e
Kiinzel, 1990), que a hipertrofia do nucléolo é um estado em que a sintese de RNAr e
ribossomos estd aumentada (Nakamoto et al., 2001) e que um nucléolo grande pode
estar correlacionado com atividade de divisdo celular e com estdgios que possuem uma
alta demanda de proteina (Mosgoeller, 2004). Todos esses fatos podem ser usados para
explicar a redugcdo da 4rea nucleolar das espermétides, porém essa reducdo da drea
nucleolar das espermadtides iniciais também pode estar relacionada com a fragmentacao
do material nucleolar, no inicio da préfase I, e migracdo de parte desse material para o
citoplasma das células germinativas, onde esse material participaria na formagdo do CB.

Para a andlise ultra-estrutural do ciclo nucleolar e da formacdo do CB, no
presente trabalho, foi empregada a técnica convencional de microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Foi observado que as espermatogdnias possuem nucléolo
organizado e nio houve evidéncias do acimulo de material ribonucleoproteico em seu

citoplasma, material este que posteriormente se unira e dard origem ao CB. O CB inicia



o seu processo de formagao no citoplasma dos espermatdcitos primarios, apds a fase de
paquiteno, exatamente no momento em que o nucléolo inicia o seu processo de
desorganizacdo. Muitos trabalhos, utilizando outras espécies de animais, tanto
vertebrados quanto invertebrados, t€ém proposto que o CB realmente origina-se no
citoplasma dos espermatécitos primdrios (Kotaja e Sassone-Corsi, 2007; Peruquetti et
al., 2008a,b). Esse processo de formacdo do CB inicia-se por meio do actimulo de
pequenas “nuages”, um material ribonucleoproteico, no citoplasma dos espermatocitos
primdrios. Esse material ribonucleoproteico, aos poucos, vai se coalescendo e,
finalmente, dd origem a um tnico CB. Esse tipo de origem para o CB ja foi proposto em
outros trabalhos (Paniagua et al., 1986; Peruquetti et al., 2008a,b). No citoplasma dos
espermatdcitos primdrios, o CB foi observado isolado ou em associagdo com
aglomerados de mitocondrias. A associacdo com mitocdndrias ja foi descrita em vérios
trabalhos, sendo que alguns autores sugerem que essa associacao deve-se ao fato do CB
ser formado, totalmente ou parcialmente, por produtos mitocondriais (Reunov et al.,
2000) ou por material inter-mitocondrial (Fawcett et al., 1970). Existe, ainda, uma
indicacdo de que a ligacdo entre CB e mitocondrias esteja relacionada com a
participacdo do CB na sintese e no transporte de apocitocromos c,, uma isoforma do
citocromo ¢ somente expressa nos testiculos (Hess et al., 1993). Para corroborar com
essa sugestdo, foi detectada a presenca da citocromo ¢ oxidase (COXI), codificada pelo
genoma mitocondrial, no CB (Haraguchi et al., 2005). Alguns autores sugerem que a
relacio de aglomerados de mitocondrias e o descobrimento de componentes
mitocondriais, como RNA mitocondrial (RNAmtr) e citocromos, nos CBs e estruturas
relacionadas, podem confirmar que ambas estruturas estdo relacionadas com
mecanismos simbiéticos de interacdo entre mitocondrias e genoma nuclear transmitidos
para a proxima geracdo (Noce, 2001). Outros autores, bem como os dados do presente
estudos, sugerem que a associacdo entre CB e mitocondrias pode estar relacionada com
a funcdo, que provavelmente o CB desempenha, de direcionar as mitocdndrias, através
do citoplasma das espermdtides, para a regido posterior do nidcleo onde haverd a
formacdo da cauda e da bainha mitocondrial dos espermatozéides (Soley, 1994;
Peruquetti et al., 2008a,b; Peruquetti, 2009).

Nas espermaétides iniciais, fase onde o nucléolo j4 se encontra reorganizado, o
CB atinge sua maior drea e pode ser observado em associacdo com mitocOndrias ou
isolado, em regides proximas ao local onde estd havendo a formacdo do sistema
acrossomal das espermdtides. J4 foi sugerido que o CB participaria da formagdo do
sistema acrossdOmico das espermdtides iniciais, devido a associacdo do CB com o
complexo de Golgi (Soderstrom e Parvinen, 1976; Tang et al.,1982; Peruquetti et al.,
2008a,b). Esses autores sugerem que a interagdo entre as duas estruturas pode estar

relacionada com a formagdo do sistema acrossdmico nas espermatides iniciais, jad que



freqlientemente sdao observadas vesiculas deslocando-se entre o complexo de Golgi e o
CB. Nas espermatides em alongamento, um CB com uma grande 4rea e associado com
aglomerados de mitocdndrias, foi observado em deslocamento para a regido posterior
do nidcleo. Nessa regido, posteriormente, ira ocorrer a formacio da cauda e da bainha
mitocondrial dos espermatozéides maduros. Devido & observacdo da presenga do CB
em vdrias posi¢cdes do citoplasma de algumas células germinativas, podemos concluir
que o CB é uma organela extremamente moével no citoplasma dessas células. A
presenca de actina (Walt e Armbruster, 1984; Aumiiller e Seitz, 1988) e de célcio
(Andonov e Chaldakov, 1989) pode estar relacionada com a alta mobilidade da
organela. A alta mobilidade da organela também foi confirmada por Parvinen et al.
(1997) onde o CB foi observado em rédpida mudanca de posi¢do em relagdo ao envelope
nuclear, complexo de Golgi e dreas de cromatina clara nuclear em espermatides iniciais
vivas de rato. Em espermaétides finais ndo foi observada a presenca de material do CB
em nenhum compartimento celular, sugerindo que esse material pode ter sido disperso
nos corpos residuais e, possivelmente, degradado ao final da espermiogénese (Sud,
1961; Yokota, 2008).

Portanto, pode-se concluir que, em O. cuniculus o ciclo nucleolar pode estar
relacionado com a formacdo do CB, pois essa organela citoplasmdtica comega a se
formar no citoplasma dos espermatdcitos primarios, exatamente no momento em que o
nucléolo inicia o seu processo de desorganizacdo e, a reorganizagdo nucleolar, que
ocorre no nucleo das espermadtides iniciais, demonstra o nucléolo com uma darea
reduzida em relacdo a drea do nucléolo das espermatogdnias, o que sugere que o
nucléolo possa ter perdido parte do seu material. Também sugerimos que o CB tem um
papel fundamental na espermatogénese de O. cuniculus, podendo estar relacionado com
eventos como a formacdo do sistema acrossomal das espermatides iniciais e com a

formac@o da bainha mitocondrial e da cauda dos espermatozdides maduros.
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Figura 1: Anidlise citoquimica de tibulos seminiferos de Oryctolagus cuniculus. A:
Hematoxilina-eosina (HE); C-E: Azul de toluidina (AT); B, F-H: Variante da
concentracdo eletrolitica critica (CEC); I-K: Reac¢ao de Feulgen; L-N: Impregnacao por
fons prata. A e B: s (células de Sertoli); go (espermatogdnias); spl (espermatdcitos
primdrios); es (espermdtides iniciais); stz (espermadtides finais); * (corpusculos
residuais). F, I, K, L e N: setas (marcagdes nucleolares). Barras: A e B: 50um; C-N:

20um.






100 -

=3
(5]
(=]
o]
[
3
5 a*
k=2
&8 50
o
=}
[=2]
Q
£
£ C
2 d
w
ik
0 4
1 2 3 4
Numero de nucléolos
100 -
=
(5]
&
b= a
3
S
=2
» 90 -
]
= b
1S
=
@ C
(NN}
d
0 4
1 2 3 4

Namero de nucléolos

Figura 2: Porcentagem de células germinativas (espermatogbnias e espermatides
iniciais) de Oryctolagus cuniculus que apresentaram de 1 a 4 nucléolos. As letras
indicam diferenga significante no nimero de nucléolos em cada tipo celular e o asterisco

indica diferenca significante entre os tipos celular (LSD, p<0,05).
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Figura 3: Area (nm”) do niicleo e do nucléolo de espermatogonias e de espermdtides

iniciais de Oryctolagus cuniculus. O asterisco indica diferenca significativa entre os tipos

celulares (teste t independente, p<0,05).



Figura 4: Células germinativas de Oryctolagus cuniculus. A: Espermatogbnia em
intérfase com nucléolo organizado (seta). B: Espermatdcitos primdrios em zigéteno
apresentando marcacOes nucleolares centrais e periféricas (setas). C: Espermatdcitos
primdrios em paquiteno com marcacdes nucleolares, preferencialmente periféricas
(setas). D: Metafase 1. E: Visdo geral de espermdtides redondas (iniciais), em
alongamento e alongadas. F: Espermdtides em alongamento apresentando marcagdao
nucleolar periférica (setas). G: Espermatozéides apresentando uma forte marcagdo pela
prata na base da cabeca, no local da ligacdo com a peca intermedidria. Barras = A, B, C,

D, Fe G: Sum; E: 20um.






Figura 5: Anilise ultra-estrutural de tdbulos seminiferos de Oryctolagus cuniculus. A:
Espermatogénia com nucléolo (nu) do tipo reticulado organizado. B, C e D:
Espermatdcitos primdrio em paquiteno, apresentando complexo sinaptonémico e sem a
presenca de nucléolo organizado e, com inicio de acimulo de material
ribonucleoproteico no citoplasma (*). Esse material se reine e forma o CB que,
posteriormente, pode ser observado em associacdo com aglomerados de mitocondrias
(m) ou isolado. E e F: Espermatide inicial apresentando nucléolo reorganizado (nu) e
CB (*) em associacdo com aglomerados de mitocondrias (m), proximo a regido de
formacdo da vesicula acrossomal (a). (n — nicleo; nu — nucléolo; m — mitocondrias; * -

corpo cromatdide; a — vesicula acrossomal). Barras = 10um.






Figura 6: Andlise ultra-estrutural de tibulos seminiferos de Oryctolagus cuniculus. A:
Espermadtide inicial apresentando nucléolo reorganizado (nu) e CB com uma grande
area (*). B: Espermatides inicial apresentando nucléolo reorganizado (nu) e CB (*)
proximo a regido de formacgdo da vesicula acrossomal (a). C, D e E: Espermdtides em
alongamento, com nucléolo reorganizado (nu), apresentando o CB (*) com uma grande
drea e em associacdo com aglomerados de mitocondrias (m), em deslocamento para a
regido posterior do nicleo (n), onde haverd a formagao da bainha mitocondrial e cauda
dos espermatozdides maduros. F: Espermatozéides em maturacdo onde ndo € possivel
observar a presenca de material proveniente do CB em nenhum compartimento celular.
(n — nucleo; nu — nucléolo; * - corpo cromatdide; m — mitocOndrias; a — vesicula

acrossomal). Barras = 10um.






CONSIDERACOES FINAIS



5. Consideracoes finais

Os dados do presente trabalho permitiram chegar as consideracdes finais citadas abaixo,

sendo que, um resumo dos principais resultados obtidos pode ser encontrado na Tabela 1:

e Em todas as espécies analisadas ocorre fragmentagdo do material nucleolar na préfase I,
porém em Tilapia rendali essa fragmentagdo ocorre no estigio de leptéteno e nas
demais espécies a fragmentacdo ocorre apds o estidgio de paquiteno.

e Todas as espécies analisadas apresentaram espermatogdnias e espermdtides iniciais
possuindo entre 1 e 4 nucléolos. Em Phrynops geoffroanus e em Oryctolagus cuniculus
houve uma interagdo entre o tipo celular analisado e o nimero de nucléolos que elas
continham, sendo que em P. geoffroanus as espermatogbnias com apenas 1 nucléolo
foram mais freqiientes, em relacdo as espermatides iniciais com um unico nucledlo.
Porém as espermdtides inicias com 2 nucléolos foram encontradas com maior
freqliéncia, quando comparadas com as espermatogbnias com o mesmo numero de
nucléolos, indicando um aumento no nimero de nucléolos ap6s a divisdo meidtica. Em
O. cuniculus as espermatides iniciais com apenas 1 nucléolo foram mais freqiientes, em
relacdo as espermatogdnias com um Unico nucléolo, indicando uma diminuicdo do
nimero de nucléolos apds a meiose. Nas demais espécies, 7. rendalli e Dendropsophus
minutus, a maioria das espermatogdnias e das espermdtides iniciais apresentaram
somente um nucléolo.

e QOcorre uma reorganizacdo do nucléolo no nicleo das espermaétides iniciais, porém em
todas as espécies analisadas as dreas nuclear e nucleolar das espermatogonias foram
significantemente maiores quando comparadas as mesmas 4reas das espermdtides
iniciais, indicando que ocorre uma redugdo do tamanho do nucléolo de um tipo celular
para outro. Esse menor tamanho do nucléolo nas espermatides iniciais pode ser
atribuido a fatores como: a) Mudanga no estado fisioldgico da célula; b) Diminuicao do
ndmero de regides organizadoras nucleolar (RONs) nas espermatides; c¢) Migracdo de
parte do material nucleolar para o citoplasma da célula, passando a fazer parte da
constituicdo quimica do corpo cromatdide (CB).

¢ Nio foi observada a presenga de nucléolo organizado no ntcleo de espermatides finais e
espermatozdéides maduros, nas espécies utilizadas no presente estudo.

e Em T. rendalli e em D. minutus o CB inicia o seu processo de formac¢do no citoplasma
das espermatogdnias, tipo celular que ainda possui nucléolo organizado. Jd em P.
geoffroanus e em O. cuniculus o CB forma-se no citoplasma dos espermatdcitos
primdrios, fase onde estd havendo uma desorganizagdo do material nucleolar. Em todas
as espécies analisadas o CB atinge sua maior drea no citoplasma dos espermatdcitos

primdrios, apds a fragmentacdo do material nucleolar.



Em todas as espécies analisadas o CB foi observado em associagdo com aglomerados de
mitocondrias no citoplasma de espermatdcitos primdrios, espermdtides iniciais e
espermdtides em alongamento, indicando que essa estrutura pode estar relacionada com
o direcionamento das mitocondrias para a regido da formacdo da bainha mitocondrial
dos espermatozoéides.

Em D. minutus, P. geoffroanus e O. cuniculus o CB foi observado nas proximidades da
regido de formagdo do sistema acrossomal das espermatides iniciais, indicando que essa
estrutura pode desempenhar alguma fungdo nesse processo. Além do mais, em P.
geoffroanus, foi observada uma associa¢dio entre o CB e o complexo de Golgi, no
citoplasma de espermatdcitos primarios.

Em P. geoffroanus o CB foi observado em associagdo com vesiculas de lipidos, muito
comum nas células germinativas dessa espécie, indicando que se deve investigar a
participacdo desse complexo macromolecular no metabolismo de hormodnios esterdides,
durante a espermiogénese.

Nas espermatides finais, de todas as espécies analisadas, nao foi observada a presenca
de material do CB nos compartimentos celulares, sugerindo que esse material pode ter
sido disperso nos corpos residuais e, possivelmente, degradado ao final da
espermiogénese.

Apesar de algumas diferengas no processo de formagdo e na interacdo existente entre o
CB e outras estruturas celulares das células germinativas, o CB parece ter papel

relevante durante a espermatogénese de todas as espécies de vertebrados estudadas.
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