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RNAs de espermatozoide: qual a sua funcio fisiologica?
Spermatozoal RNA: what is its physiological function?
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Resumo

A constatacdo da presenga de RNAs em espermatozoides trouxe diversos questionamentos a respeito da
contribuicdo dessa célula para o desenvolvimento embrionario. O gameta masculino, que até entdo era
considerado apenas um transportador do genoma paterno, comecou a ser estudado na busca de se descobrir se
essa célula tdo especializada possuiria outros atributos. Ainda existem muitas duvidas quanto as fungdes dos
RNAs presentes nos espermatozoides. Acredita-se que essas moléculas possam ter alguma funcdo no inicio do
desenvolvimento embriondrio, ou ainda que possam indicar a qualidade da espermatogénese e estar envolvidas
com a fertilidade masculina, no entanto mais estudos sdo necessarios para defini-las.
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Abstract

The findings of spermatozoa RNAs brought several questions regarding potential contributions of this
cell to embryo development. The male gamete, considered until recently as a simple transporter of male genome,
began to be studied to discover if such a specialized cell would also have other functions. There are still many
doubts related to the functions of RNAs found on spermatozoa, it is believed that these molecules may have some
role in early embryonic development, or may indicate the quality of spermatogenesis and be related to male
fertility, but further studies are necessary to better define them.
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Introducao

Os espermatozoides sdo células altamente diferenciadas, que passam por muitas modifica¢des desde a
espermatogoénia até a formacao do espermatozoide maduro, sendo que, durante esse processo, organelas e quase
todo o citoplasma sdo retidos pelas células de Sertoli durante a espermiagéo.

Até recentemente, acreditava-se que o espermatozoide fosse apenas um meio por intermédio do qual se
transportava o genoma masculino para o ovocito e que fosse incapaz de sintetizar proteinas e RNAs. Era
postulado também que o mRNA (RNA mensageiro) encontrado nos espermatozoides seria um material residual
de outras células presentes no ejaculado, proveniente de resquicios de citoplasma nao absorvidos pelas células de
Sertoli ou mRNA mitocondrial, e que, portanto, ndo teria funcao alguma (Miller et al., 2005). Todavia, muitos
estudos comprovaram a existéncia de RNAs no espermatozoide que, no momento da fecundacdo, sdo inseridos
no ovdcito, juntamente com os centriolos e fatores de ativagdo. Destes, muitos permanecem estaveis até a
ativacao do genoma embrionario (Boerke et al., 2007).

Alguns autores tém sugerido que o RNA dos espermatozoides pode ter um papel nos eventos apos a
fecundagdo. Ostermeier et al. (2004) relataram pela primeira vez que o espermatozoide fecundante leva mRNA
para o ovocito e que esse RNA permanece intacto por pelo menos até trés horas apds a fecundagdo. Esses autores
demonstraram que alguns mRNAs detectados na célula espermatica e no zigoto estdo ausentes nos ovocitos nao
fecundados. Portanto, os RNAs do espermatozoide que sdo levados para o ovdcito podem estar envolvidos no
desenvolvimento embrionario inicial (Miller, 2007).

O papel biologico exato dos RNAs do espermatozoide, contudo, permanece desconhecido. Acredita-se
que possa estar relacionado com a regulacdo da expressdo de genes do inicio do desenvolvimento embrionario,
epigenética e a condensa¢do da cromatina do espermatozoide. Sabe-se que individuos de alta e baixa fertilidade
possuem tipos e quantidade de transcritos diferentes, sugerindo que a presenga de certos transcritos poderia ter
uma aplicacdo clinica interessante se estes pudessem ser utilizados para avaliar o potencial de fertilidade de uma
amostra de sémen (Lalancette et al., 2008).

Esta revisdo tem como objetivo abordar algumas evidéncias da presenga de varios RNAs nas células
espermaticas e a possivel fun¢do destes na fertilidade e no desenvolvimento embrionario.
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Historico

Acreditou-se durante muito tempo que o genoma masculino fosse o Unico material introduzido no
citoplasma do ovdcito que detinha papel determinante no processo de fecundagdo. A descoberta de que os
espermatozoides introduzem também centriolo (Simerly et al., 1995), fatores soliiveis que ativam o ovocito
(Saunders et al., 2002), ¢ RNAs (Ostermeier et al., 2004) mudou essa percep¢do. Ainda que o nucleo
espermatico seja transcricionalmente inativo, essa célula contém um complexo sistema de mRNAs, sendo que
alguns sdo transcritos imediatamente antes da inativagdo nuclear e outros s3o remanescentes da
espermatogénese.

Os mamiferos sdo bastante eficientes quanto a produgdo de espermatozoides, gerando grandes
quantidades a partir de uma populagdo renovavel de células e tendo por principal objetivo a transmissdo do
genoma paterno ao ovocito. Todo o processo acontece dentro dos tubulos seminiferos e ¢ bastante controlado,
tanto em termos de tempo quanto de espaco. O DNA dos espermatozoides estd inicialmente associado as
histonas, que sdo gradualmente substituidas por protaminas durante a espermiogénese mediante o auxilio de
proteinas de transi¢ao (Gaucher et al., 2010). Essa troca possibilita uma compactagdo maior do DNA, necessaria
para o nucleo do espermatozoide. As proteinas que participam desse processo, assim como as demais necessarias
a espermiogénese, precisam estar disponiveis para a célula, mesmo com a inativagdo da transcrigdo nuclear, que
inevitavelmente acontece antes da sua sintese. Para isso, a transcrigdo ¢ separada da tradugdo e os mRNAs
necessarios para a espermiogénese sdo estocados por longos periodos antes da tradu¢do (Hecht, 1998). Nos
estagios finais da espermiogénese, mudangas morfoldgicas profundas que transformam espermatides em
espermatozoides resultam na perda de quase todo o citoplasma, exceto por uma fina camada localizada entre as
membranas. O citoplasma residual, incluindo todos os elementos do aparato de traducdo, ¢ absorvido pelas
células de Sertoli. No passado, aceitava-se que ndo deveria existir nenhum tipo de RNA na célula espermatica,
exceto possiveis RNAs intranucleares e mitocondriais remanescentes (Miller et al., 2005).

O estudo do RNA de espermatozoides teve seu inicio nos primeiros experimentos que buscavam
entender o fluxo das informagdes genéticas nessas células. Durante a condensag@o e elongagdo, a maquinaria
transcricional ¢ desligada e a maior parte do citoplasma das espermatides redondas ¢ perdida e fagocitada pelas
células de Sertoli. Acreditava-se que o restante ndo fosse capaz de suportar a tradugdo de mRNA (Miller e
Ostermeier, 2006).

No final dos anos 50 e inicio dos anos 60, foi demonstrado que os espermatozoides eram capazes de
incorporar marcadores radioativos no RNA e em proteinas (Abraham e Bhargava, 1963), sendo que mais tarde se
concluiu que o espermatozoide era transcricionalmente ativo, embora essa atividade se restringisse a mitocondria
(Maclaughlin e Terner, 1973). Enquanto geralmente se aceita que o nucleo espermatico € transcricionalmente
inativo, foi provado que, em certas circunstancias, a repressdo transcricional e a traducional podem ser desfeitas
(Gur e Breitbart, 2006).

Em 1989, Pessot et al. demonstraram a presenga de RNA intranuclear usando hibridizacao in situ ¢
conseguiram verificar tipos de RNA nuclear por meio de eletroforese de espermatozoides humanos e de ratos.
Kumar et al. demonstraram em 1993 a presenga de mRNA em espermatozoides humanos, que foram localizados
na parte média e na cauda. Miller (1997) publicou evidéncias da presenca de numerosos mRNAs no ejaculado
usando técnica de RT-PCR padrao e, num estudo independente complementar, Wykes et al. (1997) localizaram
RNA no nucleo celular ou ao redor dele usando hibridizacdo in situ. Além disso, em 2004, Ostermeier et al.
demonstraram que o espermatozoide também insere RNAs no ovdcito no momento da fecundagao.

Ainda, ao se avaliarem perfis de RNA no ejaculado humano, selecionando as células com gradiente de
densidade, foi possivel verificar que estes parecem deter alguma correlacdo com a motilidade e/ou capacitagdo
do esperma, ja que niveis diferentes de mRNAs especificos foram encontrados em cada um dos grupos (Lambard
et al., 2004).

De forma semelhante, também existem relatos da presenca de RNA em espermatozoides bovinos. Além
disso, a comparagdo entre espermatozoides obtidos de animais de alta e baixa fertilidade mostrou que tais grupos
possuem um transcriptoma diferente, levando a acreditar que esses RNAs que foram diferencialmente expressos
estariam, de alguma forma, correlacionados a fertilidade. (Gilbert et al., 2007; Lalancette et al., 2008;
Bissonnette et al., 2009; Feugang et al., 2010).

Tipos de RNA

Boerke et al. (2007) classificaram os RNAs presentes nos espermatozoides em quatro grupos, sendo
eles: mRNAs sem fungdo, com potencial fungdo, “estrangeiros” e de interferéncia. O grupo dos mRNAs sem
funcdo seria composto por mRNAs espermatide-especificos, provavelmente sem nenhuma fungdo no ovoécito
fecundado. E possivel que os mRNAs tivessem ficado presos no niicleo apos terem completado sua fungdo na
espermiogénese e, devido a sua longevidade especializada, seriam estaveis o suficiente para se manterem
integros até o final da espermatogénese. Os mRNAs com fun¢do potencial seriam formados pelos mRNAs
especificamente expressos nas espermatides, mas com potencial fun¢do no ovoécito fecundado. Um exemplo ¢ o
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mRNA que traduz a AKAP-4, uma proteina que estd envolvida na sinalizagdo de cascatas potencialmente
relevantes para ativagdo inicial do ovdcito apos a fecundagdo. Baixas quantidades de mRNAs de espermatozoide
funcionalmente intactos e estaveis podem ser transferidos para o ovécito fecundado. A maioria destes mRNAs
sera degradada pelo ovocito e alguns persistirdo até a ativacdo do genoma embrionario. Estes mRNAs podem
traduzir proteinas envolvidas na resposta ao estresse, embriogénese, morfogénese e implantagdo, embora essas
possibilidades ainda ndo tenham sido comprovadas. O grupo dos mRNA “estrangeiros” seriam mRNAs ndo
originados nos testiculos. Estes mRNAs estariam presentes no plasma seminal e teriam sua origem nas glandulas
acessorias. Os RNAs de interferéncia, compreendendo também os miRNAs (micro-RNAs, Lee et al., 1993;
Ruvkun, 2001; e os piRNAs, PIWI interacting RNAs, Peng e Lin, 2013), sdo transcritos pequenos, ndo codantes,
que podem estar presentes nos espermatozoides e conter potencial fun¢do apds a fecundagdo. Em células
somaticas, esses transcritos contribuem para a regulagdo génica, a estrutura da cromatina e inibem os elementos
de transposi¢cdo (Johnson et al., 2011), assim, a presenca dessas formas de RNA corrobora a afirmacao de que
RNAs de interferéncia de espermatozoide poderiam estar envolvidos na regulagdo génica embriondria.

Funcio biolégica

A func@o e o papel biologico desses RNAs ainda continuam desconhecidos, mas existem especulagdes e
estudos que apontam para algumas possibilidades. Uma delas é que o RNA seja requerido pelo proprio
espermatozoide, em que um espermatozoide capacitando esta apto a traduzir pelo menos alguns de seus mRNAs
de novo. Esses RNAs seriam traduzidos com a maquinaria mitocondrial e talvez sejam traduzidos para
suplementar as proteinas que foram degradadas ou desnaturadas (Aoki et al., 2006).

Outra possibilidade ¢ que o RNA aja no zigoto, apos a fecundagdo. Sabe-se que o espermatozoide
introduz uma carga de RNA no ovocito e que este permanece intacto por algumas horas apds a fecundagdo
(Ostermeier et al., 2004). O espermatozoide também introduz um fator pos-fecundagdo que confere um efeito
epigenético no genoma do zigoto. Foi demonstrado que o RNA introduzido no ovdcito pelo espermatozoide
pode alterar o fenotipo de um rato sem afetar seu genodtipo (Rassoulzadegan et al., 2006). Ainda, existem
evidéncias de que os sncRNA (RNAs pequenos ndo codantes) possam estar relacionados ao controle do inicio da
expressao génica embriondria, a repressdo de elementos transponiveis (segmentos de DNA ou RNA que podem
se movimentar de uma regido do genoma para outra e se inserir em um gene, causando uma mutacao (Fedoroff,
2001; Cowley e Oakey, 2013) e a conformacdo da cromatina do espermatozoide. Krawets et al. (2011)
conseguiram identificar diversos tipos de pequenos RNAs, sendo que alguns deles podem estar envolvidos na
regulacdo do desenvolvimento e na epigenética do embrido em estagio inicial.

Diversos estudos que utilizaram microarranjos como ferramenta verificaram que homens com
teratozoospermia (Platts et al., 2007), astenozoospermia (Jodar et al., 2012) e inférteis (Garcia-Herrero et al.,
2011) possuem alguns tipos de RNA especificos, ou ainda outros em quantidade alterada quando comparados a
quantidade presente em homens normais. Sendo assim, tem-se buscado explorar alguns RNAs de
espermatozoide como possiveis marcadores de infertilidade em amostras de sémen “anormais” por meio da PCR
em tempo real (Steger et al., 2008; Avendano et al., 2009; Lima-Souza et al., 2012).

Consideracoes finais

Por algum tempo, nem mesmo se reconheceu a possibilidade da presenca do RNA nos espermatozoides,
sendo a sua fun¢do limitada a de mero transportador do genoma paterno. Hoje ja € aceito que o espermatozoide ¢
uma cé¢lula portadora de uma populagdo de RNAs, e que estes ndo sdo somente remanescentes da
espermatogénese. Embora ndo se saiba exatamente suas fungdes, existem indicios de que estes estariam
relacionados a fertilidade, ao desenvolvimento embrionario inicial ¢ ao controle da expressdo génica, sendo
necessarios ainda mais estudos para que realmente se compreendam as fungdes exercidas por essa célula tdo
especializada. A descoberta da fungdo dos RNAs do espermatozoide no desenvolvimento embrionario inicial
podera tornar o seu conteudo um potencial indicador de fertilidade, tanto em animais quanto em humanos.
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