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Peca intermediaria de espermatozoides bovinos: Func¢oes e anormalidades
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Resumo

O reprodutor tem grande importancia na cadeia produtiva por possuir maior potencial de difusdo do seu
material genético dentro do rebanho do que as fémeas que produzem apenas uma cria por ano, em manejo de
monta natural. Entretanto, este potencial somente se torna real quando os machos apresentam boa qualidade
seminal, resultando em menores taxas de retorno ao estro. No entanto, apesar das caracteristicas reprodutivas
apresentarem baixa herdabilidade, ¢ consensual que algumas patologias espermaticas possam apresentar
caracteristicas hereditarias e neste caso podem permanecer disseminadas nos rebanhos. Entre as anomalias
espermaticas identificadas nos ejaculados de bovinos, as patologias de pega intermediaria sdo classificadas como
defeitos espermaticos maiores, comprometendo a fertilidade dos reprodutores, porém estas tém recebido pouca
atengdo. O objetivo deste trabalho de revisdo ¢ apresentar os principais estudos sobre a formacdo da pega
intermediaria, sua importancia e como esta pode sofrer anormalidades, visto que ejaculados com presenca destas
anomalias apresentam baixa motilidade espermatica e fertilidade.
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Abstract

Bulls are of immense importance in the productive chain because they have a greater potential of
diffusion of genetic material within the herd than females that produce only one calf per year in natural mating
management. However, this potential is only achieved when males present good seminal quality, resulting in
lower rates of return to estrus. Although the reproductive traits have low heritability, it is consensual that some
sperm pathologies may present hereditary characteristics and in this case they can remain disseminated in the
herds. Among the sperm abnormalities identified in bovine ejaculates, the midpiece pathologies are classified as
a major sperm defect, compromising bull fertility, but these pathologies have received little attention. The
objective of this review is to present the main studies on the midpiece formation, its importance and how it can
undergo abnormalities, since ejaculates with the presence of this pathology present low sperm motility and

fertility.
Keywords: mitochondria, sperm pathology, subfertility.
Introducao

As patologias espermaticas tém sido associadas com a subfertilidade ou infertilidade de machos na
maioria das espécies, portanto defeitos morfologicos observados nos espermatozoides estdo diretamente
relacionados com a fertilidade (Attia et al., 2016). As causas de estrutura defeituosa nos espermatozoides podem
ser de origem ambiental ou genética, ou ainda a combinagdo de ambas. Embora as causas ambientais sejam
consideradas como as mais comuns, ¢ que a herdabilidade da fertilidade de touros ¢ considerada baixa, ha
defeitos estruturais dos espermatozoides que sdo considerados de origem genética (Johnson, 1997; Chenoweth,
2005).

Percentuais de defeitos de pega intermedidria menores que 5% sdo comuns em touros (Barth e Oko,
1989). Além de fatores genéticos (Blom, 1959; Koefoed-Johnson et al., 1980), a frequéncia de ocorréncia destas
patologias pode estar relacionada a doencas virais (Chenoweth e Burgess, 1972), deficiéncia e/ou falha no
metabolismo do selénio (Pallini e Bacci, 1979), consumo de gossipol (Chenoweth et al., 2000), ou de origem
desconhecida (idiopatico). Independente das causas, anomalias de peca intermediaria geralmente estdo
relacionadas a diferentes graus de comprometimento da fertilidade (Johnson, 1997; Rocha et al., 2006).

Os componentes estruturais exteriores da cauda dos espermatozoides, ou seja, as bainhas mitocondrial e
fibrosa, desempenham papel de apoio durante a motilidade espermatica, estas estruturas devem ser eldsticas e
fortes para sustentar ¢ conter a flexdo do axonema (Olson e Linck, 1977). Deficiéncias estruturais da bainha
mitocondrial, tais como aplasia, edema ¢ agenesia, podem ocasionar danos na estrutura e integridade do

Recebido: 22 de maio de 2018
Aceito: 10 de agosto de 2018



Y

Diaz-Miranda et al. Pega intermediaria de espermatozoides bovinos: Fungdes e anormalidades.

axonema, resultando em ampla variedade de defeitos de peca intermediaria. Por isso, patologias de peca
intermediaria geralmente sdo observadas juntas, como o DAG deffect, corkscrew, stump deffect, aplasia
segmentar da bainha mitocondrial, fraturas, desfibrilagdo, edema, peca intermedidria curta, e dupla peca
intermediaria (Veeramachaneni, 2011).

As patologias de pega intermediaria tém sido pouco estudadas (Rawe et al., 2007; Moretti et al., 2016),
mesmo sendo classificadas como defeitos maiores por sua relevancia na fertilidade (Blom, 1973). Assim, esta
revisdo tem como objetivo compilar os principais estudos existentes sobre a formagao da pega intermediaria nos
espermatozoides, explicando como anormalidades de pega intermediaria podem afetar a viabilidade e fertilidade
dos espermatozoides.

Formacao da bainha mitocondrial

Os espermatozoides de mamiferos sdo células altamente polarizadas e especializadas, cujas organelas
constituintes estdo organizadas em locais especificos, de tal modo que funcgdes especializadas sdo localizadas em
regides subcelulares especificas (Turner, 2003). A peca intermediaria dos espermatozoides de mamiferos ¢é
caracterizada por uma bainha mitocondrial helicoidal que envolve o axonema e as nove fibras densas exteriores
(Woolley, 1970; Phillips, 1977). Além disso, o comprimento da pega intermediaria e o numero de giros da
bainha mitocondrial sdo uniformes e de caracteristicas hereditarias (Woolley e Beatty, 1967). No entanto, os
mecanismos que regulam a distribui¢do e o desenvolvimento do padréo helicoidal da peca intermediaria ndo sdo
completamente compreendidos (Olson ¢ Winfrey, 1986; 1990; Ho ¢ Wey, 2007; Rawe et al., 2007; Sun ¢ Yang,
2010; Zhang et al., 2012).

Nos espermatozoides bovinos, a peca intermediaria apresenta 12 um de comprimento, incluindo a
regido da peca conectora. Nesta, as mitocondrias estdo arranjadas geralmente paralelas ao eixo longitudinal dos
espermatozoides. Entre a pega conectora e o annulus, as mitocondrias estdo dispostas principalmente numa
hélice tripla, embora em algumas regides estejam dispostas numa hélice quadrupla, sendo a hélice composta por
64 giros (Phillips, 1977). Sabe-se que as mitocondrias sdo responsaveis pela geragdo da maior parte do ATP do
espermatozoide, que é requerido para seu metabolismo, motilidade, manutencdo da homeostase de Ca'', e
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Além disso, elas desempenham papel importante na maturagdo,
capacitacdo e regulagdo da apoptose (Turner, 2003; Aitken et al., 2007; Amaral et al., 2013). Portanto, defeitos
mitocondriais causam disfungdes fisiologicas que ddo origem a muitas patologias, incluindo infertilidade
(Ramalho-Santos et al., 2009).

Com respeito a morfologia das mitocondrias, muda do tipo chamado “ortodoxo” para o tipo
“intermediario” e posteriormente para forma “condensada” durante a diferenciacdo das espermatogdnias em
espermatides haploides (Meinhardt et al., 1999; Sun e Yang, 2010). Durante a espermiogénese, as mitocondrias
comegam a se alongar e se aglutinar, logo depois migram para assumir uma forma helicoidal ao redor do flagelo,
desse modo as mitocondrias na pega intermediaria perdem o aspecto morfolégico condensado para o tipo
intermediario (em forma de cristas crescentes com menos matriz condensada), formando a bainha mitocondrial
ao redor do flagelo (Meinhardt et al., 1999). Parte das mitocondrias ¢ marcada pela ubiquitina e, quando
marcadas, saem das espermatides em desenvolvimento e sdo fagocitadas pelas células de Sertoli (Sutovsky et al.,
1999). Além disso, espermatozoides com defeitos apresentam altos indices de ubiquitinagdo nas mitocondrias,
sendo descartados durante a espermiogénese ou nos epididimos, de fato, a ubiquitina tem sido utilizada como
critério para avalia¢do da qualidade espermatica (Sun e Yang, 2010; Sutovsky, 2015).

Além disso, ha diferenga ultraestrutural na membrana externa das mitocondrias da peca intermediaria,
que consiste no espessamento da membrana externa (10 nm) com cinco camadas ao invés de trés (Elfvin, 1968).
De acordo com Bedford e Calvin (1974), a membrana externa das mitocondrias dos espermatozoides ¢
estabilizada por pontes de dissulfeto (juntamente com nucleo, fibras densas, e outros componentes),
possivelmente para o fortalecimento desta estrutura, que ¢ frequentemente exposta a deformagdes devido ao
movimento flagelar, podendo estar relacionada a sua maior resisténcia as condi¢des hipotdnicas e a sua
impermeabilidade em relacéo ao citocromo C (Keyhani e Storey, 1973).

Outro componente relacionado a estabilidade da membrana mitocondrial externa no espermatozoide ¢ o
selénio, essencial no processo de espermatogénese em touros por se ligar a proteinas estruturais das mitocondrias
(Pallini e Bacci, 1979). Calvin et al. (1981) identificaram um selenopolipeptidio ou proteina estrutural rica em
cisteina das capsulas mitocondriais (SMCP), que cobre a membrana externa queratinosa das mitocondrias dos
espermatozoides, denominada cépsula mitocondrial, que é essencial para a montagem da bainha mitocondrial e
esta relacionada a algumas propriedades das mitocondrias de espermatozoides, tais como manutengdo da forma
de crista crescente da membrana exterior (Djureinovic et al., 2014). Acreditava-se que a SMCP fosse a proteina
mais predominante na capsula mitocondrial, mas foi demonstrado que 50% da capsula ¢ constituida pelo
fosfolipidio hidroperdoxido glutationa peroxidase (PHGPx), que funciona como enzima citosélica em células
somaticas e como proteina estrutural enzimaticamente inativa na capsula mitocondrial (Ursini et al., 1999).

Cada mitocondria da pega intermedidria ¢ organizada de modo que a sua superficie alcance trés
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componentes celulares diferentes, a membrana plasmatica, mitocondrias vizinhas e o complexo de axonema-
fibras densas exteriores. Estes dominios de superficie sdo estruturalmente distintos. O dominio da membrana
mitocondrial em contato com a membrana plasmatica ¢ o mais fragil dos trés. Sua fungdo parece estar
relacionada a importagdo de metabolitos utilizados para geragdo de energia. Ja os outros dominios, no entanto,
agem como citoesqueleto, na montagem e/ou manutencdo das mitocOndrias no desenvolvimento da peca
intermediaria, sendo compostos por proteinas adesivas (Olson e Winfrey, 1992). Além disso, as mitocondrias
também sofrem remodelagdo estrutural durante a passagem dos espermatozoides nos epididimos (Woolley,
1970; Olson e Hamilton, 1976).

Possiveis causas de Patologias de Peca Intermediaria no Espermatozoide

Segundo Olson e Winfrey (1990), existem dois mecanismos estruturais em espermatozoides que podem
gerar e/ou manter o padrdo regular da peca intermediaria. No primeiro, as mitocondrias adjacentes estdo unidas
umas as outras por elementos com fungdo de pontes, apresentando-se espacadas regularmente, e ligadas
diretamente nas membranas mitocondriais exteriores. Ja no segundo mecanismo, as mitocondrias estdo aderidas
ao reticulo submitocondrial (SMR) localizado exclusivamente na peca intermediaria. O SMR é composto por
fitas de material elétron-denso longitudinalmente orientadas e lateralmente interligadas, dispostas precisamente
ao redor do complexo de axonema-fibras densas exteriores subjacentes. O SMR tem a forma de malha cilindrica
que suporta a bainha mitocondrial sobrejacente.

A migragdo distal do annulus da espermatide para o flagelo define o comprimento da pega intermediaria
e, simultaneamente, as mitocondrias movem-se para assumir a sua posicao ao redor dos elementos estruturais da
peca intermedidria (Phillips, 1974; Rawe et al., 2007). Entdo, um mecanismo estrutural para segmentar a bainha
mitocondrial da peca intermediaria em formacdo seria a falta dos elementos do SMR, visto que estes estdo
ligados tanto ao annulus como as mitocondrias durante a posterior migragdo do annulus (Olson e Winfrey,
1986).

A interagdo das mitocondrias com os componentes do citoesqueleto € essencial para o0 movimento e
fixagdo da mitocondria dentro da célula, a auséncia destes componentes compromete o desenvolvimento da pega
intermediaria (Olson e Winfrey, 1990; Sun e Yang, 2010; Zhang et al., 2012). Sun e Yang (2010) sugeriram que
na espermiogénese, os transportes intramanchete e intraflagelar poderiam estar envolvidos na migracdo da
mitocondria na peca intermedidria. Ambos sdo motores moleculares associados a cargas (polaridade) e se
movimentam ao longo do citoesqueleto, sendo a manchete uma estrutura transitéria que desaparece quando se
completa a formagdo da espermatide e o transporte intraflagelar consiste num transporte motor associado a
microtibulos e fibras de actina, os quais utilizam proteinas adaptadoras como intermediarios, tais como a
Kinesina II, dineina, miosina Va, mas ainda ndo esta claro a interagdo, regulagdo, transporte e fungdo especifica
destes mecanismos.

No momento, diversas proteinas tém sido associadas ao desenvolvimento do flagelo, tais como, Gopc
(Suzuki-Toyota et al., 2004), Nectin-2 (Bouchard et al., 2000), Sepp1 (Olson et al., 2005), o complexo T (Pilder
et al., 1997), KLC3 (Zhang et al., 2012), SPERGEN1 (Doiguchi et al., 2002) e GPx4 (Suzuki-Toyota et al.,
2007). A falta destas proteinas foi associada a espermatozoides com pega intermediaria anormal. Assim,
Djureinovic et al. (2014) afirmaram que o testiculo € o tecido com mais genes diferentemente expressos do corpo
em comparacdo com outros tecidos, chegando a cerca de 1000 genes expressos, porém a maioria desses genes e
proteinas ainda € pouco caracterizada em termos de localizagdo e fun¢do. Falhas nos padrdes de expressdo
génica ou de produgdo de proteinas podem promover anormalidades espermaticas. Tais fatos demonstram que
estes tipos de anomalias de peca intermedidria podem ser de origem genética, mas a abordagem genética ndo
sera possivel até que os genes envolvidos ¢ 0 modo de heranca sejam totalmente compreendidos (Rawe et al.,
2007).

Cabe ressaltar que as patologias de peca intermedidria refletem diretamente na fertilidade e tém sido
relatadas em diferentes espécies. Espermatozoides com este tipo de anomalia apresentam baixa motilidade
(Blom, 1959; Koefoed-Johnson et al., 1980), alta ocorréncia de peroxidacdo lipidica (Rao et al., 1989) ou
producido de EROs (Bulkeley e Meyers, 2018), e fragmentagdo do DNA (Morrell et al., 2008; Speyer et al.,
2010), o que, consequentemente, compromete o desenvolvimento embrionario (Rawe et al., 2007; Ugajin et al.,
2010) e leva a baixa fertilidade e até infertilidade.

Estudos em humanos com astenospermia demonstraram que os espermatozoides desses individuos
apresentavam o comprimento de peca intermedidria significativamente menor, além de menor numero de giros e
mitocOndrias. Nesta condi¢do, a baixa motilidade dos espermatozoides estava relacionada a redugdo da
capacidade de gerar energia (Mundy et al., 1995; Sun e Yang, 2010). Em outros estudos, Guraya (1987) ¢ Silva
et al. (2007) verificaram que as mitocondrias de espermatozoides criopreservados podem apresentar desarranjo
estrutural e vacuolizagdo, que podem estar relacionados a baixa motilidade espermatica poés descongelamento,
ressaltando a grande importancia das mitocondrias na viabilidade, motilidade e fertilidade dos espermatozoides
(Pefia et al., 2015). Um parametro considerado como um potencial regulador e indicador da motilidade e
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fertilidade dos espermatozoides ¢ o potencial de membrana mitocondrial, o qual indica a funcionalidade e
integridade das mitocondrias. Na atualidade existem diferentes sondas e metodologias para sua avaliacdo
(Srivastava e Pande, 2016; Moscatelli et al., 2017).

Consideracdes finais

Ejaculados com alta patologia, em especial de peca intermediaria, geralmente apresentam baixa
motilidade espermatica progressiva e vigor espermatico. Este quadro pode ser causado por uma espermiogénese
imperfeita, afetando diretamente a fertilidade. No entanto, pouco se conhece sobre a base genética das
anormalidades de peca intermediaria dos espermatozoides, embora tenham sido relatadas como carateristicas
hereditarias recessivas, representando risco para as racas bovinas. Nao obstante, patologias especificas de peca
intermediaria em espermatozoides bovinos ainda carecem de estudos para sua identificagcdo e avaliacdo, tanto a
nivel estrutural quanto molecular, tais como abordagens proteémica e gendmica.
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