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Resumo

A gota citoplasmatica ¢ uma protuberancia de citoplasma geralmente posicionada na peca
intermediaria dos espermatozoides. E considerada uma organela transitéria, uma vez que migra pelo
espermatozoide durante o transito epididimario, quando ¢ removida dessas células na maioria dos
mamiferos. Duvidas sobre se a presenga desta gota esta relacionada de forma positiva ou negativa com a
fungao e fertilidade espermatica sdo frequentes, ja que sua presenga no ejaculado pode afetar a fertilidade
espermatica ¢ o uso do sémen em biotécnicas da reprodugdo. Porém, mesmo ndo sendo totalmente
compreendida a nivel molecular e funcional, sabe-se que a gota citoplasmatica é necessaria ao
espermatozoide durante seu processo de maturacdo no epididimo. Por isso, o objetivo desta revisdo foi
abordar pontos sobre a fisiologia ¢ fungdes das gotas citoplasmaticas, bem como relacionar sua presenca
com a maturagdo e fertilidade dos espermatozoides.
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Abstract

The cytoplasmic droplet is a protuberance of cytoplasm usually positioned in the sperm
midpiece. It is considered a transient organelle that migrates through the sperm cell during its
epididymal transit when it is finally removed from the cell in most mammals. Doubts over whether the
presence of cytoplasmic droplets is positively or negatively related to sperm functions and fertility are
common, as its presence in the ejaculate may affect sperm fertility and the use of semen in assisted
reproductive technology. Although the understanding of cytoplasmic droplets function is not fully
clarified at molecular and functional levels, it is known that cytoplasmic droplet is necessary for
spermatozoa, especially during their maturation in the epididymal duct. Therefore, the aim of this review
was to discuss aspects of the physiology and function of cytoplasmic droplets, as well as to relate their
presence to sperm maturation and their consequent fertility.
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Introducao

A morfologia espermatica ¢ um dos parametros usados em exames andrologicos para selegdo de
reprodutores e diagnéstico de casos de sub/infertilidade (Arruda et al., 2015; Love, 2018). Sabe-se que
disfungdes testiculares e epididimarias podem causar alteragdes na morfologia da célula espermatica,
especificamente em acrossoma, cabeca, pega intermediaria e cauda (Chen et al., 2019; Diaz et al., 2019).
Dentre as patologias espermaticas, cita-se a presenga da gota citoplasmatica (GC), que é uma massa
esférica de citoplasma localizada na pega intermediaria que ndo foi totalmente retirada de espermatides
alongadas pelas células de Sertoli ainda no testiculo (Hermo et al., 2010; Yuan et al., 2013).

Apesar da GC nao ser totalmente compreendida a nivel molecular e funcional (Au et al., 2015a),
algumas funcgdes ja foram relacionadas com esta estrutura celular (Hermo et al., 2010; Cooper, 2011; Xu
et al., 2013). Mesmo assim, ainda existem controvérsias e duvidas sobre se a presenga de GC esta
relacionada de forma positiva ou negativa com a fungao e fertilidade espermatica (Cooper, 2011; Rengan
et al., 2012). Por um lado, sua presenca no ejaculado pode afetar a fertilidade espermatica em animais que
apresentam esse remanescente citoplasmatico dispensavel (Rengan et al., 2012; Yuan et al., 2013; Xu et
al., 2013). Por outro lado, a GC representaria uma estrutura funcional e necessaria ao espermatozoide,
principalmente durante a maturagdo no transito epididimario (Yuan et al., 2013; Xu et al., 2013). Neste

!Correspondéncia: carlosmattos1991@gmail.com
Recebido: 21 de novembro de 2019
Aceito: 23 de junho de 2020



Z l) Soares et al. O papel da gota citoplasmatica na funcionalidade de espermatozoides em mamiferos: uma
revisdo atualizada

contexto, esta revisdo tem como objetivo discutir alguns pontos sobre a fisiologia e funcdes das GCs, e
relacionar sua presenga com a maturagdo e consequente fertilidade dos espermatozoides.

Biogénese e composicio das gotas citoplasmaticas

Relatada pela primeira vez por Retzius (1909), a GC ou Corpusculo de Hermes é uma pequena
protuberancia de citoplasma geralmente posicionada na pega intermediaria dos espermatozoides (Rengan
etal., 2012; Au et al., 2015a). Ela é considerada uma organela evolutivamente conservada, sendo descrita
no sémen de mais de 30 espécies de vertebrados (Yuan et al., 2013). No entanto, essa organela ¢
transitoria e migra pelo espermatozoide durante o transito epididimario até ser removida, exceto no
homem, espécie que permanecem até apds a ejaculagdo (Xu et al., 2013; Au et al., 2015a).

A formagdo da GC ocorre no testiculo na etapa final da diferenciacdo das células germinativas
durante a espermatogénese, fase denominada de espermiogénese (Oko et al., 1993; Au et al., 2015a). A
medida que as espermatides alongadas se movem em dire¢do ao limen do tubulo seminifero, os elementos
de membrana vesicular e tubular se agrupam formando um aglomerado citoplasmatico (Moore et al.,
2010). Antes dos espermatozoides serem transportados para o epididimo, as células de Sertoli realizam
um processo conhecido como extrusdo citoplasmatica e fagocitam a maior parte do citoplasma das células
germinativas. O remanescente de citoplasma se torna o que chamamos de GC (Rengan et al., 2012).

Estudos bioquimicos sugerem que as GCs sdo derivadas do aparelho de Golgi e do reticulo
endoplasmatico (Moore et al., 2010; Xu et al., 2013). Por microscopia eletronica, ¢ possivel detectar na
GC morfologia com abundantes discos membranosos achatados e empilhados denominados cisternas,
compostos por proteinas estruturais derivadas do aparelho de Golgi (Oko et al., 1993; Moore et al., 2010;
Au et al., 2015a). Proteinas expressas no testiculo podem afetar sua formagdo, como a proteina de
maturagdo espermatica 1 que é necessaria para a formag¢ao normal de GCs (Zheng et al., 2007).

Quanto a sua composi¢do, as GCs sdo circundadas por uma membrana celular e contém
citoplasma com citosol e citoesqueleto. Elas possuem aproximadamente 2pum de diametro e sdo
compostas por lipidios, lipoproteinas, RNAs e uma grande variedade de enzimas hidroliticas (Cooper,
2011; Rengan et al., 2012). As fungdes metabodlicas e glicoliticas destas, porém, s6 foram elucidadas
recentemente (Yuan et al., 2013; Xu et al., 2013; Au et al., 2015a; Au et al., 2015b; Hermo et al., 2019).

Uma grande variedade de proteinas presentes nas GCs, incluindo enzimas, proteinas do
citoesqueleto, proteinas de transporte, glicoproteinas, lipoproteinas, nucleoproteinas, dentre outras, estio
envolvidas no metabolismo, motilidade, transporte de membrana e maturagdo dos espermatozoides (Yuan
et al., 2013). Dentre 105 proteinas identificadas nas GCs de camundongos por Yuan et al. (2013), 71
(68%) sdo enzimas envolvidas no metabolismo energético. Au et al. (2015a) identificaram 1511 proteinas
na GC do rato, das quais a transportadora de glicose 3 (GLUT-3) e hexoquinase 1 (Hex1) foram as mais
abundantes (Hermo et al., 2019).

Enzimas como fosfatase alcalina, creatina quinase, superoxido dismutase, Hexl, e as
desidrogenases presentes em GCs afetam o metabolismo energético dos espermatozoides (Aitken, 2004;
Cooper, 2011; Rengan et al., 2012; Yuan et al., 2013; Au et al., 2015a; Angrimani et al., 2017). Ja
enzimas conversoras de angiotensina e 15-lipoxigenase participam da maturacdo espermatica, enquanto a
roporina tem papel na regulacdo da motilidade dos espermatozoides (Rengan et al., 2012). Receptores de
proteinas como GLUT-3, enzimas glicoliticas, actina filamentosa, TMED e tubulina alfa 1C estdo
envolvidas no transporte de membrana (Au et al.,, 2015a). Ja os receptores de inositoltrisfosfato e
acalreticulina também foram encontrados nas vesiculas de GCs, e ambos tém relagdo com a reagdo
acrossomica (Rengan et al., 2012).

Migracio e remocao das gotas citoplasmaticas

Durante o transito epididimario, os espermatozoides sofrem uma alteragdo morfologica
caracteristica, que ¢ a migracdo da GC. Relatada pela primeira vez por Merton (1939), a migracao ocorre
do colo ou regido proximal da peca intermedidria para a regido distal da peca intermedidria do
espermatozoide durante a maturacao (Xu et al., 2013; Angrimani et al., 2017). Além disto, as membranas
internas giram ao redor do axonema e da bainha mitocondrial 2 medida que a GC migra (Hermo et al.,
2019).

A localizagdo epididimaria desta migragdo varia entre as espécies. Geralmente, esta se inicia na
cabega distal do epididimo e ocorre até a chegada do espermatozoide no corpo proximal deste o6rgéo
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(Moore et al., 2010; Cooper, 2011; Angrimani et al., 2017). Ainda ndo ¢ totalmente entendido por que ou
por qual mecanismo o movimento da GC ocorre no epididimo (Moore et al., 2010). Foi sugerido que a
migragdo ocorra a partir de movimentos peristalticos realizados por células mioides da parede externa do
ducto epididimario, agindo sobre os espermatozoides em altas concentragdes dentro do lumen (Cooper,
2005; Hermo et al., 2010). Erros durante a migracdo gerando posicionamentos anormais podem ser um
indicativo de falhas durante a espermatogénese (Yuan et al., 2013; Xu et al., 2013).

Simultaneamente a migragdo, os espermatozoides adquirem motilidade. Assim, a localizacdo
normal da GC correlaciona-se com o potencial de motilidade durante a maturagdo. O mecanismo exato
relacionado ao ganho de motilidade ainda ¢é incerto. Porém, sabe-se que a migragdo proporciona um
efeito positivo durante o transito do espermatozoide no epididimo, essencial para que esta célula venga
seus desafios no ambiente pos-ejaculatorio (Xu et al., 2013; Angrimani et al., 2017).

Em humanos, diferentemente de outras espécies, as GCs parecem ndo migrar ao longo da peca
intermediaria, uma vez que tanto os espermatozoides testiculares quanto os do ejaculados t€ém GCs logo
atras da regido da cabeca. Além disto, quando uma GC estd aumentada de tamanho, esta ¢ capaz de
estender o comprimento da peca intermediaria de espermatozoides humanos (Cooper, 2011).

Os espermatozoides perdem suas GCs durante a ejaculagdo. O mecanismo de eliminagdo ainda
ndo totalmente esclarecido, mas provavelmente envolve cisalhamento mecédnico ou atividades
enzimaticas (Cooper, 2005; Moore et al., 2010). Em camundongos, quase todos os espermatozoides
(99,7%) coletados no ftutero pos-coito ndao contém GC. Considerando que de 75 a 88% dos
espermatozoides da cauda do epididimo apresentam GC, autores t€ém sugerido que estas estruturas sdo
removidas durante a ejaculacdo (Xu et al., 2013). Em algumas espécies como bovinos, equinos e suinos, a
remoc¢ao também pode estar envolvida com a composic¢do do liquido da vesicula seminal (Cooper, 2005;
Heise et al., 2011). Uma hipotese ¢ que a proteina de ligagdo a fosfolipidios hemoliticos, que foi
identificada na ampola e na vesicula seminal de bovinos, mas nao no fluido epididimario, possa liberar ou
auxiliar a liberacao da GC (Thundathil et al., 2001).

Porém, nem todas as GCs sdo removidas (Hermo et al., 2010), havendo uma grande variagdo
entre as espécies e individual. A falha em eliminar a GC tem sido associada a infertilidade em ratos
(Moore et al., 2010). Angulagao flagelar ¢ o defeito mais comum quando ndo ocorre a liberagdo da gota,
principalmente em espécies com flagelos flexiveis, como camundongo e touro (Yeung et al., 2002).

Varios fatores estdo envolvidos na remocdo da GC, tais como espécie, idade e até mesmo a raca
do animal (Carreira et al., 2012; Banaszewska et al., 2015). Foi demonstrado que touros e javalis jovens,
que ainda ndo completaram todo o processo puberal, possuem um percentual elevado de espermatozoides
com GCs no ejaculado (Carreira et al., 2012; Banaszewska et al., 2015). No entanto, a medida que
atingem a maturidade sexual, a porcentagem de espermatozoides com esta estrutura diminui. Desta
forma, quando a GC estd presente no espermatozoide de mamiferos domésticos que ja passaram pela
maturidade sexual, esta ¢ considerada um defeito morfologico, seja quando em posi¢do proximal (defeito
maior) ou distal (defeito menor) em relagdo a cabeca do espermatozoide (Fig. 1) (Barth ¢ Oko 1989;
Thundathil et al., 2001; CBRA, 2013).

- 4
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Figura 1. Espermatozoides de ejaculado das espécies equina (A) e bovina (B) apresentando gota citoplasmatica em
posicdo distal (seta preta) e proximal (seta vermelha). Coloragao: eosina-nigrosina, 1000x.
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Apbs a remogdo, a GC deve possuir um involucro membranoso intacto, assim como o0s
espermatozoides, que devem reparar sua membrana plasmatica no local da remog¢ao (Yuan et al., 2013).
Uma membrana intacta é mais provavel quando a GC assume uma forma esférica, pois apresenta uma
menor area no local de constricdo onde ocorre a liberagao (Cooper, 2011). Na falha do vedamento da
membrana do espermatozoide hd a perda de componentes intracelulares necessarios para a funcdo
espermatica, podendo levar a auséncia de motilidade (Cooper, 2011).

Diferentemente da maioria das espécies, em humanos a GC esta presente no espermatozoide
apos a ejaculacdo e ndo ¢é considerada prejudicial a fungdo espermatica (Rengan et al., 2012). As GCs
estdo presentes em células vivas e moveis no sémen humano, em meios diluidores, no muco cervical e em
espermatozoides recuperados do trato superior feminino (Chantler ¢ Abraham-Peskir, 2004).

Funcdes realizadas pela gota citoplasmatica

A primeira funcdo relatada para GC foi a de regulagdo da osmolaridade, que estd relacionada a
entrada ou saida de 4gua do espermatozoide no epididimo, mantendo a integridade de membrana (Yuan et
al., 2013). Os espermatozoides enfrentam desafios hiposmoéticos durante sua jornada (Angrimani et al.,
2017), no entanto, eles possuem pouco citoplasma e, por isso, ndo possuem organelas suficientes para
osmorregulagdo (Rengan et al., 2012). Assim, as GCs contém canais de osmolitos para facilitar a osmose
em conjunto com o epididimo, sendo responsaveis pela osmoadaptagdo vital para a fungdo espermatica
(Carreira et al., 2012; Rengan et al., 2012).

Mais tarde foi observado que a morfologia e localizacdo normais das GCs estdo associadas ao
metabolismo energético e desenvolvimento de motilidade durante o processo de maturagdo espermatica
(Xu et al., 2013; Au et al., 2015a). Porém, o mecanismo exato pelo qual a GC influencia a motilidade
espermatica nao ¢ totalmente elucidado (Xu et al., 2013). A hipétese € que a composicao da GC com
lipidios, RNAs, lipoproteinas e enzimas hidroliticas no seu citoplasma estdo ligados & atividade
mitocondrial do espermatozoide e, consequentemente, a geracdo de energia necessaria (Cooper, 2011;
Rengan et al., 2012; Angrimani et al., 2017).

Por fim, as GCs podem também servir como fonte de energia temporaria para a produgao de
energia durante a maturagdo espermatica, suportando eventos moleculares e celulares, regulando o
metabolismo energético e a aquisi¢do de motilidade, transi¢do essencial para um espermatozoide imovel e
infértil se tornar movel e fértil (Yuan et al., 2013; Au et al., 2015a).

Defeitos de gota citoplasmatica em espermatozoides

Defeitos relacionados com GC em espermatozoides podem ocasionar a perda de fertilidade de
um macho, uma vez que alteram o padrao da motilidade progressiva nas vias reprodutivas femininas. Os
defeitos mais comuns sdo a retengdo da GC, causada por falhas na remoc¢do no momento da ejaculacio, e
o excesso deste citoplasma residual, que ocorre quando ha falhas na remocao durante a espermiogénese
(Cooper, 2011; Diaz-Miranda et al., 2019).

A retencdo da GC leva a angulagdo flagelar e até mesmo a defeitos maiores no espermatozoide
como a cauda fortemente dobrada. Desta forma, a reteng@o esta associada a infertilidade em grande parte
das espécies, como em touros, garanhdes, carneiros e caes (Amann et al., 2000; Angrimani et al., 2017).
Como os espermatozoides com flagelos defeituosos possuem baixa ou nenhuma motilidade progressiva é
pouco provavel que atinjam o odcito (Cooper, 2011). As GCs quando persistem no ejaculado podem
comprometer a eficiéncia das biotecnologias reprodutivas e estdo associados a infertilidade tanto in vitro
quanto in vivo (Amann et al., 2000; Thundathil et al., 2001). Em humanos, mesmo representando uma
estrutura normal de espermatozoides ejaculados, as GCs estdo associadas a baixa fertilizagdo quando
usadas a técnica in vitro (FIV) e a técnica da injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)
(Cooper, 2005).

O excesso de citoplasma residual ocorre devido a parada prematura espermiogénese (Cooper et
al., 2004) e falhas na extrusao citoplasmatica, e estd associado a infertilidade, uma vez que pode inibir a
motilidade progressiva (Rengan et al., 2012). No homem, o excesso de citoplasma residual contém niveis
elevados de enzimas citoplasmaticas que produzem quantidades patologicas de espécies reativas de
oxigénio que podem danificar lipidios, proteinas ¢ DNA da membrana do espermatozoide e afetar a
motilidade, morfologia e potencial de fertilizagdo do espermatozoide (Cooper, 2011; Rengan et al., 2012).
E importante distinguir o excesso de citoplasma residual, quantidade grande de citoplasma em torno da
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peca intermediaria do espermatozoide que tem implicagdes patoldgicas, das proprias GCs (Cooper, 2011;
Rengan et al., 2012). A Organizacdo Mundial da Satide considera excesso de citoplasma quando maiores
que um terco do tamanho da cabega do espermatozoide (Cooper, 2010).

Além disto, Thundathil et al. (2001) observaram que espermatozoides sem GCs que coexistem
no s€men juntamente com espermatozoides contendo gotas possuem baixa fertilidade. Isto pode ser
devido maturagao epididimaria anormal (Barth e Oko 1989) ou aos efeitos adversos da GC, como a
produgdo de espécies reativas de oxigénio (Thundathil et al., 2001; Diaz-Miranda et al., 2019). Aitken et
al. (1996) demonstraram que as espécies reativas de oxigénio sdo produzidas como consequéncia do
citoplasma retido em espermatozoides e podem ser responsaveis pelo aumento da peroxidacao lipidica de
espermatozoides proximos e, consequente, perda da integridade estrutural destes (Thundathil et al., 2001;
Carreira et al., 2012).

Consideracoes Finais

A auséncia de GCs em espermatozoides do ejaculado, na maioria das espécies de mamiferos,
tem relagdo positiva com a fertilidade e com o uso de biotecnologias reprodutivas. Porém a GC tem papel
importante como organela transitéria com fun¢des de osmoadaptacdo, metabolismo e motilidade,
essenciais para maturagdo do espermatozoide. Assim, espermatozoides ejaculados sdo aptos a fertilizagao
gracas as funcdes exercidas pelas GCs durante transito pelo epididimo. Defeitos como a retengdo da GC
ou excesso de citoplasma residual podem alterar a fertilidade, uma vez que influenciam nas fungdes do
espermatozoide. Novos estudos devem ser realizados para o melhor entendimento das interagdes da GC
com o espermatozoide, com o intuito de auxiliar tratamentos para a infertilidade, principalmente
relacionada a perda de motilidade espermatica.
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