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Mitocdndria espermatica: além da sintese de adenosina trifosfato (ATP)
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Resumo

A mitocondria tem sido objeto de estudos mais intensivo nas Gltimas duas décadas, sendo essencial para
a fisiologia espermatica e responsavel pela producdo da maior parte da energia a partir da geracdo de ATP,
possibilitando 0 movimento celular. Esta organela apresenta em seu interior 0 mtDNA capaz de transcrever
diversas proteinas para a fosforilagdo oxidativa. Todavia, durante a espermatogénese, 0 nimero de mtDNA é
reduzido. Por conseguinte, alteracbes no potencial de membrana mitocondrial ou muta¢des no mtDNA podem
interferir nas caracteristicas espermaticas e na fertilidade masculina. Objetivou-se com esse trabalho fazer uma
breve revisdo das caracteristicas da mitocondria espermatica e sua importancia para a reproducdo masculina.
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Abstract

The Mitochondrion has been object of more intensive studies on the last two decades, being responsible
to generate a bigger amount of cellular energy for cellular movement. This organelle has within it the mtDNA
able to transcript many proteins to oxidative phosphorylation. Throughout spermatogenesis, the number of
mtDNA is drastically reduced. Nevertheless the mitochondrion is still essential to sperm physiology, allowing
this motility from ATP generation. On this way, mitochondrial membrane potential alterations or even mutations
on mtDNA could reflect directly on sperm characteristics and, consequently, on the male infertility. This work
aimed to do a brief revision about sperm mitochondria characteristics and his importance to male reproduction.
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Introducao

A espermatogénese e a maturagdo espermatica sdo processos muito peculiares de diferenciagdo celular.
Uma série de reestruturaces dos componentes celulares transforma uma célula imével numa espermatide oval e,
em seguida, em um espermatozéide com vigorosa motilidade (Yaffe, 1997). Dentre os componentes celulares
passiveis de modificacBes durante a espermatogénese, a mitocdndria, conhecida e descrita desde o inicio do
século XX, tem sido objeto de estudos mais intensivos nas Ultimas duas décadas (Cummins, 1998).

De acordo com a hipétese endosimbidtica, organismos procariontes capazes de metabolizar oxigénio,
como a bactéria pUrpura ndo sulfirica, sdo apontados como os progenitores filogenéticos da mitocéndria
(Margulis, 1970). Em sua configuracdo, essa organela apresenta uma dupla membrana que envolve a matriz
mitocondrial, onde se encontra uma ou mais moléculas de acido desoxirribonucléico mitocondrial (mtDNA). De
acordo com Cummins (1998), a membrana mitocondrial externa representa a membrana plasmatica original do
hospedeiro eucarionte invaginada, enquanto a membrana interna representa a parede da célula procaridtica.

Lodish et al. (2003) afirmaram que as duas membranas que revestem a mitocondria se diferenciam em
composic¢do e fungdo. A membrana externa € composta de lipidios e proteinas, na propor¢do aproximada de 1:1,
e contém porinas, tornando-a permeavel a moléculas com massa molecular de até 10.000 daltons. A membrana
interna, muito menos permeével, é composta por 20% de lipideos e 80% de proteinas, a maior concentracdo de
proteina existente em qualquer outra membrana celular, e emite um grande nimero de cristas em direcéo a
matriz mitocondrial.

A mitocOndria é responsavel por, aproximadamente, 90% da producédo de energia celular, a qual ocorre
por meio do processo de fosforilacdo oxidativa (FO). Esta organela também é responsavel pela maior parte da
producdo enddgena de espécies reativas ao oxigénio (ROS) como biometabdlitos, sendo considerada a
reguladora central da apoptose celular (Copeland, 2002).

O conjunto de acdes da mitocondria é comandado por aproximadamente 1000 genes, distribuidos em
dois sistemas completamente diferentes presentes nas células dos mamiferos: o genoma nuclear e o mitocondrial
(Copeland, 2002).
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Mutacdes no mtDNA de células somaticas tém sido propostas como o principal contribuinte para
doengas degenerativas dependentes da idade (Walace, 1999). Além disso, a presenca de determinados haplotipos
detectados no mtDNA humano esta relacionada a astenozoospermia (Wallace, 1995).

Considerando a crescente importancia que vem sendo dada a mitocondria, bem como sua influéncia na
funcdo celular, este trabalho objetivou fazer uma breve revisdo das caracteristicas da mitocéndria espermatica e
sua relevancia para a reproducéo masculina.

Acido desoxirribonucléico mitocondrial (mMtDNA)

O mtDNA constitui o suporte para a hereditariedade citoplasmatica, sendo uma molécula circular de
dupla fita, com 16,5 kb, desprovida de histonas (May-Panloup et al., 2006). Seu funcionamento ocorre de forma
semi-autdbnoma, por meio de estimulo do fator de transcricdo mitocondrial A (FTMA), originado do genoma
nuclear, que é translocado a mitocondria, atingindo seqiiéncias-alvo (Clayton, 1998).

O mtDNA humano possui 37 genes e codifica 13 polipeptideos dos complexos I, Ill, IV e V da cadeia
de transporte de elétrons (CTE). De forma resumida, o mtDNA apresenta 22 4&cidos ribonucléicos
transportadores (tRNA) e dois &cidos ribonucléicos ribossomais (rRNA; Anderson et al., 1981). Diferente do
acido desoxirribinucléico (DNA) nuclear, 0 mtDNA ndo possui introns entre cada um dos genes (St John, 2002).

Em cada mitocondria, pode haver uma ou mais copias de mtDNA, sendo esse nimero dependente do
tipo celular, uma vez que quanto maior a utilizacdo de adenosina trifosfato (ATP), maior o nimero de cdpias
(Moyes et al., 1998). A replicacdo do mtDNA, independente do ciclo celular, é realizada de maneira bidirecional
e ndo sincronizada (Clayton, 1982).

A taxa de mutagcBes no mtDNA é, aproximadamente, dez vezes maior do que no genoma nuclear
(Parsons et al., 1997). As mutagdes pontuais tém sido descritas e indicam que a modificagdo de um simples par
de bases pode resultar em disfuncéo espermatica (St John et al., 2005).

As delecdes no mtDNA podem ser causadas por estresse oxidativo, sob influéncia de ROS, assim como
pela auséncia ou pelo mal funcionamento do mecanismo de recuperacdo do mtDNA espermatico, resultando em
mutacdes (Meinhardt et al., 1999). Vale ressaltar que, em virtude de o processo de transcricdo e o de replicacdo
serem efetivamente concluidos nos primeiros estagios da espermaétide, dificilmente ocorrem delecdes na célula
espermatica madura (Larsson et al., 1997). A maior susceptibilidade a mutacfes embasa a hipdtese de que a
quantidade de mtDNA no gameta masculino deve ser reduzida ao longo da espermatogénese, mantendo um
nimero de copias suficiente para as necessidades energéticas do espermatozoide, a0 mesmo tempo em que
previne a transmissdo parental de moléculas de mtDNA modificadas ou mutantes (Kao et al., 2004).

Mitocdndria e espermatogénese

A espermatogénese compreende um conjunto de sucessivas modificagdes celulares, caracterizado por
multiplicacdo mitética das espermatogdnias e diferenciacdo em espermatocitos primdrios, conhecida como
primeira divisdo mei6tica (reducional), seguida pelos espermatécitos secundarios advindos da segunda divisao
meidtica (equacional) e geracdo das espermatides. Por fim, segue-se a espermiogénese, com a diferenciagdo das
espermatides em espermatozoides (Hafez, 2000).

Associado a progressdo da meiose, as mitocondrias iniciam as diferenciacdes, como elongagdo e
dilatacdo do espago intermembrana, conduzindo a condensagéo da matriz mitocondrial e a reducéo do nimero de
criptas. Paralelamente, essa organela adquire ou perde diferentes marcadores protéicos, principalmente a partir
do estagio de paquiteno (Seitz et al., 1995).

Para Meinhardt et al. (1999), devido ao acesso direto das espermatogdnias a glicose e ao oxigénio dos
vasos sanguiineos testiculares, o metabolismo da mitocéndria espermatogonial é comparavel ao das mitocondrias
de outros tecidos e 6rgdos. Entretanto, na diferenciacéo final das células germinativas, a localizacdo das células,
além da barreira hemato-testicular, faz com que estas recebam metaboélitos que provéem menos energia que a
glicose, como o lactato. No entanto, esse suprimento é indireto, através das células de Sertoli, causando
substancial reducdo na cadeia respiratoria e podendo ser uma das causas das modificacBes morfolGgicas
observadas nas mitocdndrias ao longo da espermatogénese.

Durante a espermiogénese, algumas mitocéndrias se deslocam em diregdo ao flagelo em
desenvolvimento, enquanto as demais se agrupam progressivamente e sdo liberadas pela célula espermatica
através do corpo residual, sendo provavelmente fagocitado pelas células de Sertoli (De Martino et al., 1979). As
mitocondrias que se agruparam préximas ao flagelo atingem seu estagio maximo de elongacéo, assumindo uma
relacdo intima com as fibras densas da peca intermediaria (De Martino et al., 1979), e se organizam em uma
hélice compreendida por 11 a 13 voltas em torno do flagelo espermatico, com duas mitocdndrias por giro
(Zamboni, 1991). No entanto, alguns autores citam que cada espermatozoide contém aproximadamente 50 a 75
mitocdndrias e uma copia de mMtDNA em cada uma delas (Michaels et al., 1982).

Durante a espermatogénese, ocorre diminuigdo drastica no nimero de copias de mtDNA (Rantanen e
Larsson, 2000), decorrente da eliminacdo da maioria do citoplasma e de suas organelas (May-Panloup et al.,
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2006), assim como da reducdo direta da producdo de mtDNA, uma vez que, em ratos e homens, o fator de
transcricdo mitocondrial A, codificado pelo genoma nuclear e responsavel pela duplicacdo do mtDNA, se
expressa até os estagios iniciais da espermatide, quando uma isoforma alternativa que nao possui seqiiéncia-alvo
na mitocondria passa a ser produzida, reduzindo o nimero de mtDNA na célula espermatica (Hecht e Liem,
1984).

Assim, o nimero estimado de cépias de mtDNA nas células espermaticas de diferentes espécies é
bastante heterogéneo, variando de sete (Kao et al., 2004) a 1500 (Manfredi et al., 1997). Essa discordancia
provavelmente resulta da heterogeneidade das técnicas utilizadas para quantificacdo do genoma mitocondrial
(May-Panloup et al., 2006).

Producéo de energia no espermatozdide

As duas importantes formas de geragdo de adenosina trifosfato mitocondrial s&o o ciclo de Krebs e a B-
oxidacdo, os quais precedem a fosforilacdo oxidativa, o maior gerador de adenosina trifosfato, por meio da
cadeia de transporte de elétrons. As proteinas constituintes do processo de fosforilagdo oxidativa sdo incomuns a
qualquer outro tipo de mecanismo celular e sdo codificadas pelos genomas nuclear e mitocondrial (St John et al.,
2005).

O sistema de fosforilagdo oxidativa € composto de cinco complexos enzimaticos localizados na
membrana mitocondrial interna. Os complexos | a IV constituem a cadeia respiratoria, cuja funcéo é transferir os
elétrons para as coenzimas redutoras. O complexo V, ou adenosina trifosfato sintetase, capta prétons da matriz
mitocondrial para a sintese de adenosina trifosfato a partir de adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico
(May-Panloup et al., 2006).

As células espermaticas sdo metabolicamente flexiveis e, em algumas espécies, podem se manter entre
0 metabolismo aerdbico e o anaerdbico. Isso talvez reflita a grande variagdo de tensdo de oxigénio a que estes
gametas sdo submetidos, desde préximo a andxia nos testiculos e epididimo até tensdes ambientais na vagina e
em ambientes in vitro (Cummins et al., 1994).

Na célula espermaética, as mitocéndrias estdo localizadas apenas na peca intermediaria, formando a
bainha mitocondrial e produzindo adenosina trifosfato para a célula através de respiracdo aerébica. Embora essa
funcéo seja similar & de todas as células somaticas, a mitocondria espermatica tem sido associada a isoformas
protéicas, ndo detectadas em mitocondrias de células somaticas, como as de lactato desidrogenase e hexoquinase
(Travis et al., 1998).

O axonema espermatico possui um requerimento elevado de adenosina trifosfato como fonte de energia
para promover a motilidade flagelar. Devido a restricdo do ndmero de mitocdndrias espermaticas na peca
intermediaria, o ATP produzido por essas mitocondrias deve percorrer uma consideravel distancia para suprir as
necessidades do axonema localizado em segmentos mais distais do flagelo (Turner, 2003). Desta forma, alguns
autores acreditam que essa distancia é muito grande para o adenosina trifosfato, originado da pe¢a intermediéria,
se difundir adequadamente as por¢Bes mais distais do flagelo em tempo hébil (Storey e Kayne, 1975).
Atualmente, supde-se que a glicdlise na peca principal, mas ndo necessariamente a fosforilacdo oxidativa na pega
intermediéaria, seja o fator critico para o funcionamento normal da célula espermatica de mamiferos (Turner,
2003).

Ha ainda relatos da presenca de estoques de glicogénio no espermatozoide, assim como sugestdes de
que ele seria capaz de realizar a gliconeogénese (Ford, 2006), uma vez que evidéncias recentes demonstraram
gue cdo, suino, carneiro e garanhdo contém reservas de glicogénio associadas as atividades de glicogénio
sintetase e glicogénio fosforilase (Palomo et al., 2003).

Em condicdes fisioldgicas, 1 a 3% dos elétrons envolvidos na cadeia de transporte de elétrons determina
a formacdo de espécies reativas ao oxigénio (Guerin et al., 2001). Em concentra¢Bes reduzidas, as especies
reativas ao oxigénio mediam fung¢des espermaticas normais, como capacitacdo, hiperativacao, reacdo acrossomal
e fusdo do espermatozdide com o ovdcito. Todavia, a producdo elevada de espécies reativas ao oxigénio induz ao
estresse oxidativo e, conseqlientemente, modificacdes patofisiolégicas nos espermatozoides (Aitken, 1999). Esse
fendmeno apresenta um ciclo deletério: as espécies reativas ao oxigénio causam danos a membrana mitocondrial,
que, em contrapartida, induz ao aumento da producdo de espécies reativas ao oxigénio (Wang et al., 2003).

Mitocdndria e apoptose espermatica

A fragmentacdo do DNA gendmico € considerada um dos marcadores da apoptose, conhecida como a
forma mais comum de morte das células eucaridticas (Donnelly et al., 2000). A apoptose se diferencia da
necrose, uma vez que, na primeira, a célula desempenha um papel fundamental e ativo para sua propria
destruicdo, caracterizada por modifica¢des ultra-estruturais e bioquimicas, coordenadas por inducdes genéticas e
moleculares (Williams e Smith, 1993).

Tendo em vista que ndo ocorre transcricdo e translacdo nas células espermaéticas, alternativas tém sido
propostas para a ocorréncia de apoptose neste gameta, como atividade de endonucleases que culminam com a
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fragmentacdo do DNA (Sakkas et al., 1995) ou mediagdo por proteinas da superficie celular (Lee et al., 1997).
Independente desses fatores, 0s eventos apoptdticos tém inicio na mitocondria. Essas organelas sdo requeridas
para o eficiente metabolismo energético, a producdo de lipideos de membrana e o crescimento celular, mas
também sdo as determinantes primarias da vida ou da morte celular (Arends e Wyllie, 1991). O envolvimento da
mitocdndria na apoptose inclui a ativacdo de cisteinas conhecidas como caspases, a perda do potencial de
membrana mitocondrial (PMM), as variagdes no potencial de oxi-redugdo e o envolvimento de proteinas pro e
antiapoptose, como a Bcl-2 (Donnelly et al., 2000).

A seqliéncia normal de eventos que determinam a apoptose, de acordo com Kroemer et al. (1997), é a
diminui¢8o do potencial de membrana mitocondrial procedido pela fragmentagdo do DNA nuclear, a producéo
de espécies reativas ao oxigénio e, finalmente, o aumento na permeabilidade da membrana. Assim, uma das
vantagens da utilizagdo de marcadores da integridade funcional das mitocéndrias, com fins de mensuragéo da
apoptose, € que alteracdes nesse sistema sdo detectaveis em estagios que antecedem as lesdes do DNA genémico
(Donnelly et al., 2000).

De forma mais especifica, tem sido postulado que existe o0 processo de sele¢do natural das células
espermaticas ao longo do trajeto testiculo-epididimo, denominado apoptose abortiva (Sakkas et al., 1999). E um
mecanismo por meio do qual células supérfluas, indesejaveis ou danificadas sdo removidas para a manutencéo
da homeostase tissular (Marchetti et al., 2002), necessaria a espermatogénese funcional e ao desenvolvimento de
espermatozdides maduros normais (Rodriguez et al., 1997). Esse processo é mais acentuado em homens com
pardmetros seminais anormais (Sakkas et al., 1999).

Mitocondria e fertilidade masculina

O’Connell et al. (2002a) demonstraram que espermatozéides provenientes do testiculo de homens com
subfertilidade, mas com normozoospermia, apresentam uma quantidade de mtDNA maior do que o0s
provenientes do epididimo (45% vs 16%), respectivamente. Além disso, os espermatozoides epididimarios
apresentavam deleces do mtDNA em maior escala do que os espermatozoides testiculares. Essa situacdo pode
ser explicada por falhas no sistema de apoptose abortiva que ocorre durante o transito testicular e epididimario,
permitindo que uma grande quantidade de células esperméticas ndo sofra o processo apoptoético abortivo
fisiolégico, em virtude dos mesmos possuirem o processo de selecdo espermatica leniente, mantendo a
concentracdo espermatica apesar de seus defeitos funcionais (St John et al., 2001).

Caracteristicas de motilidade também podem estar relacionadas a variagdes de polimorfismos do
mtDNA. Esses polimorfismos permitem diferenciar os grupos de mtDNA em haplogrupos, que refletem a
evolugdo da populagdo humana. Cerca de 99% da populagao européia possui 10 haplogrupos mitocondriais: H, I,
J, KM, T, U, V, We X (Torroni et al., 1996). Sua importancia para a reproducéo foi demonstrada por Ruiz-
Pesini et al. (2000), ao relatarem normoespermia em pacientes que apresentavam o haplogrupo H em maior
abundancia, enquanto aqueles que manifestaram o haplogrupo T em maior quantidade exibiam astenozoospermia
moderada, uma vez que possuiam a atividade dos complexos | e IV da cadeia de fosforilacdo oxidativa
significativamente inferior a dos individuos normais.

Além da presenca de haplogrupos especificos, a quantidade de mtDNA presente no espermatozéide
também esta relacionada a qualidade da célula, haja vista que espermatozdides anormais contém um ndmero de
copias de mtDNA 28 vezes superior, quando comparados aos normais. De maneira idéntica, considerando um
mesmo ejaculado, as células separadas por gradientes de concentracdo também demonstraram diferencas na
concentracdo de mtDNA. A primeira hipotese para explicar esse evento é que existe um fendmeno de feed-back
permanente para compensagao entre possiveis deficiéncias na cadeia de transporte de elétrons e aumento da taxa
de mtDNA, ou seja, quanto mais falho o processo de producédo de energia, mais mtDNA seriam codificados de
forma compensatoria. A segunda hip6tese é que existiria um problema na diferenciacdo e na maturacdo dos
espermatozdides de pacientes inférteis (May-Panloup et al., 2006).

Vérios marcadores fluorescentes, como Rodamina 123, DioCg (Wang et al.,, 2003) e JC-1
(Kasimanickam et al., 2007), tém sido utilizados para aferir o potencial de membrana mitocondrial dos
espermatozdides, sugerindo que esse fator € um indicador da integridade funcional dos espermatozédides.
Donnelly et al. (2000) demonstraram haver correlagdo negativa entre a motilidade espermaética progressiva
avaliada pelo CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) e o percentual de espermatozéides com disfuncao
mitocondrial, tanto no sémen humano in natura, quanto em amostras previamente submetidas a selecéo por
gradiente de Percoll, sendo essa técnica de selecdo espermatica capaz de reduzir significativamente a proporcao
de células com disfungdo mitocondrial, quando comparado ao sémen in natura. Troiano et al. (1998) ratificaram
esses achados ao demonstrarem haver correlacdo positiva entre o potencial de membrana mitocondrial e a
motilidade espermatica.

A criopreservacdo do sémen é uma biotécnica de difusdo mundial, sendo que, ap6s o processo de
congelacdo-descongelacéo, a motilidade é um dos pardametros mais severamente afetados (Watson, 1995). De
acordo com Watson (2000), é geralmente aceito que a criopreservacao € capaz de induzir a formacdo de espécies
reativas ao oxigénio, seja devido a reducdo no sistema de protecdo antioxidante (Bilodeau et al., 2000) e
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alteragdo na respiracdo e intervalos entre ciclos-respiratérios/estado de repouso celular (Schober et al., 2007), ou
a liberacdo de espécies reativas ao oxigénio pelas células espermaticas defeituosas ou mortas durante o
procedimento de criopreservacdo (Bailey et al., 2000). Acredita-se que a lesdo na membrana mitocondrial
induzida pelo choque térmico, fendbmeno causado pelo resfriamento abrupto (Holt, 2000), pode ser menos severa
do que aquela produzida pela congelacdo e descongelacdo espermatica (Windsor e White, 1995).

Em estudos utilizando células espermaticas humanas, observou-se que nao ha aparente relacdo entre a
atividade mitocondrial e a velocidade de deslocamento espermatico pés-descongelacdo (O"Connell et al.,
2002a). Narisawa et al. (2002) demonstraram que, em ratos com fosforilagdo oxidativa mitocondrial espermatica
defeituosa, mas que ainda sdo capazes de promover a fertilizacdo, os espermatozoides produzem adenosina
trifosfato em concentragdo reduzida, porém apresentam motilidade, o que embasa a hipdtese de que a principal
fonte de energia para a motilidade é a glicolise, ndo a fosforilagdo oxidativa.

De forma contraria, St John et al. (2005), ao utilizarem inibidores da fosforilagdo oxidativa (rotenona,
cianido de potéssio e oligomicina) em ambiente com 2mM de glicose, determinaram inibic&o total da motilidade
apo6s 40 minutos de administracdo. Para esses autores, apesar de a célula espermética poder utilizar outros
substratos para a sintese de adenosina trifosfato, a presenca da glicose € a condi¢do fundamental para a fisiologia
espermatica.

Cémara et al. Mitocndria espermética: além da sintese de adenosina trifosfato (ATP).

Consideracoes finais

O aumento da expectativa de vida vem acompanhado por doencas degenerativas, principalmente em
orgdos denominados pds-mitéticos, ou seja, que nao apresentam divisdo celular apds sua formagdo, como o
sistema nervoso e o coracdo. Muitas dessas doengas estdo relacionadas a processos de envelhecimento e
disfuncdo da atividade mitocondrial, seja pelo aumento do nimero de mutagdes, seja por lesGes causadas pelas
espécies reativas ao oxigénio.

Nas biotécnicas reprodutivas, o processo de conservagdo celular geralmente é realizado por meio da
submissdo da célula-alvo a gradientes osméticos e temperaturas capazes de interferir com sua atividade
metabdlica, em consequéncia de alteracfes na fungdo mitocondrial, culminando com aumento na producdo de
espécies reativas ao oxigénio.

Apesar de existirem mecanismos compensatérios para controle das espécies reativas ao oxigénio,
muitas vezes 0s danos sobrepujam a capacidade de reestruturacdo celular, culminando com sua morte. Assim, o
entendimento dos processos ligados ao funcionamento e as disfungdes mitocondriais pode permitir a prevencao
ou a reversdo desses efeitos deletérios sobre a célula ou tecido, aumentando a longevidade ou reduzindo as
lesBes inerentes aos processos de criopreservagao.

Técnicas sensiveis e especificas para afericdo da funcdo mitocondrial, como a taxa de consumo de
oxigénio (Schober et al., 2007) e os testes de afericdo do potencial de membrana mitocondrial (O’Connell et al.,
2002b; Wang et al., 2003; Kasimanickam et al., 2007), tornaram-se ferramentas indispensaveis a avaliacdo da
capacidade fertilizante do espermatozoide humano ou de outras espécies animais. Além disso, 0
desenvolvimento de terapias génicas para correcGes de alteracbes no mtDNA pode, no futuro, auxiliar no
tratamento de doencas degenerativas.
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