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REVISOES / REVIEWS

Apoptose em espermatozoides:

uma nova abordagem na avaliacdo da viabilidade espermatica

Apoptosis in spermatozoa: a new approach in sperm viability evaluation

Ivan Cunha Bustamante Filho!"; José Frederico Straggiotti Silva ?;
Maria Inés Mascarenhas Jobim®

Resumo

As biotécnicas aplicadas a reprodu¢do animal desenvolvem-se a cada dia. Entretanto, as tecnologias
empregadas e estudadas atualmente envolvem processos de grande estresse celular. A criopreservacao
¢ a técnica mais utilizada na conservagao de gametas, embora esta metodologia ainda ndo esteja totalmente
dominada em algumas espécies. A apoptose vem sendo vista como uma das causas da baixa viabilidade
espermatica pds-descongelagdo. A presente revisdo aborda novos conceitos da espermatogénese e
resultados de pesquisas deste tipo de morte celular em células espermaticas.

Palavras-chave: Espermatozoéide, espermatogénese, apoptose, criopreservagao

Abstract

Animal reproduction biotechnics are developing day after day. However, almost every applied and
studied technology are basicly cellular stressful procedures. Cryopreservation is the most used technic
for gamette conservation, although in some species this methodology is not efficiently applied. Apoptosis
has been recognized as the one of the major causes of poor post-thaw sperm viability. This review
presents new concepts about spermatogenesis and research findings on sperm apoptosis.

Key words: Spermatozoa, spermatogenesis, apoptosis, cryopreservation

Introducio espermatica as quais foram associados casos de

Com o desenvolvimento e aperfeigoamento das subfertilidade e infertilidade decorrentes de apoptose.

biotécnicas reprodutivas utilizadas na produgao A importancia fisiologica da apoptose abrange
animal, foram introduzidas novas metodologias de  varios aspectos. Ela atua no equilibrio do ntimero de
estudo das patologias do sistema reprodutor de células germinativas, tendo papel fundamental na
machos. As atencdes voltaram-se para a célula regressao estacional do testiculo. A morte da célula
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espermatica por apoptose também ¢é uma forma de
controle da qualidade, onde, uma célula danificada
por espécies reativas de oxigénio ¢ eliminada de
maneira segura, evitando assim, uma maior liberagao
de citoxinas pelas células lisadas.

Entretanto, a observagao das conseqiiéncias da
apoptose testicular nos espermatozoides esta
claramente relacionada a um desequilibrio deste
fendmeno, resultando em danos severos a célula.
(AGARWAL, et al. 2004). O presente artigo aborda
o papel da apoptose na funcdo testicular e na
infertilidade masculina, com énfase em seus aspectos
bioquimicos.

Definicao

Os primeiros estudos da apoptose foram
realizados através das pesquisas de Kerr (1971), que
induziu a atrofia no figado de ratos pela ligagdo de
vasos portais, o que levou a morte dos hepatocitos,
caracterizada por alteragcdes morfologicas peculiares
como a diminuicao do volume celular, ondula¢ao das
membranas plasmaticas, condensacdo da cromatina
e, eventualmente, uma fragmentacdo em vesiculas
contendo organelas intactas. Esse fendmeno foi
inicialmente chamado de necrose por encolhimento,
porém um ano mais tarde, esse nome foi alterado
para apoptose (KERN, 1972), palavra grega para a
perda das folhas pelas arvores (VAN CRUCHTEN;
VAN DEN BROECK, 2002).

Tratando-se de um tema bastante complexo e
amplamente pesquisado, as defini¢des dos tipos de
morte celular ainda sdo controversas. Entretanto, a
maioria dos pesquisadores chegaram a um consenso
na defini¢do da apoptose: um tipo de morte celular
programada, induzida por estimulos intra e
extracelulares (THORNBERRY; LAZEBNIK,
1998; HENGARTNER, 2000; LEWIN, 2001; VAN
CRUCHTEN; VAN DEN BROECK, 2002;
PAASCH et al., 2004; SAID et al., 2004).

A morte celular pode ocorrer de duas formas, por
necrose ou por apoptose (VAN CRUCHTEN; VAN

DEN BROECK, 2002). A necrose ¢ um processo
decorrente de injuria celular ou tecidual, em que as
células sofrem agressodes fisicas e/ou quimicas e
degeneram-se, ¢ 0 seu rompimento culmina com a
liberagdo dos contetidos citoplasmaticos. O resultado
desse processo ¢ a instalagdo de intensa reagdo
Na apoptose nao ha
extravasamento do conteudo citoplasmatico, pois a
célula inicia um processo de desestruturacao
(LEWIN, 2001). Os estudos iniciais da apoptose
caracterizaram os aspectos morfologicos, envolvendo
a condensagao da cromatina, intensa fragmentagao
do DNA, perda de volume celular, formagao de
protuberancias na membrana plasmatica e formacao
de corpos apoptodticos, que sdo fagocitados por
macréfagos (ou células adjacentes). E um processo
sinalizado, em que a resposta inflamatoria nao ¢
desencadeada (LEWIN, 2001), e a cada dia sao
propostas novas interacdes com o envolvimento de
inimeras proteinas.

inflamatoria local.

Atualmente, varios mecanismos inter e
intracelulares envolvidos na morte celular por
apoptose foram identificados, dividindo a apoptose
em dois subtipos: a classica ¢ a independente de
caspases. As caspases sdo enzimas que estdo
envolvidas na via apoptotica, atuando em diversos
pontos como indutoras (caspase-8,—9 ¢ —10) ou como
efetoras, atuando diretamente nas alteracgdes
celulares (caspase-3, —6, —7) (THORNBERRY;
LAZEBNIK, 1998; LEWIN, 2001).

Os principais métodos de estudo da ocorréncia
de apoptose sdo: (1) morfologia celular (ALLAN;
HARMON; ROBERTS, 1998); (2) “DNA
laddering”, formagao de bandas de DNA de multiplos
tamanhos em gel de agarose, decorrente da clivagem
internucleossomica do DNA (WYLLIE, 1980); (3)
identificacao de fosfatidilserina na superficie externa
da membrana plasmatica com Anexina V
(HENRIKSEN; PARVINEN, 1998) e (4) TUNEL
(TdTmediated deoxyuridine triphosphate nick end-
labeling) que ¢ marcacdo para identificacdo de
fragmentacdo de cromatina (GAVRIELI;

SHERMAN; BEN-SASSON, 1992).
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A apoptose na célula espermatica

Diversos estudos demonstram a presenca de
apoptose em espermatozdides (BACCETTI;
COLLODEL; PIOMBONI, 1996; LEVY; SEIFER-
AKNIN, 2001; ROWLAND et al., 2003). Uma alta
incidéncia de células com caracteristicas
ultraestruturais de apoptose em ejaculados de homens
inférteis e estéreis foi descrita por Baccetti, Collodel
e Piomboni (1996). Posteriormente, foi observado que
estas alteragdes sdo freqlientes em patologias que
evidenciam imaturidade morfogenética, como
varicocele e criptorquidismo, estando presentes também
em casos de infeccdo (BACCETTI et al., 2002).

Os primeiros estudos identificaram alteragdes no
espermatozdide de homens inférteis ou subférteis,
semelhantes as caracteristicas de apoptose em
c¢lulas somaticas. Foi demonstrado que os
marcadores celulares e moleculares também eram
os mesmos (TUNEL, Anexina V, DNA “laddering”).
Desde entdo, busca-se determinar quais vias induzem
este tipo de morte celular; sabe-se que vias caspase-
dependentes (classica) (SAID etal., 2004; PAASCH
et al., 2004) e vias caspases-independentes estio
envolvidas (WENG et al., 2001; MORSHEDI et al.,
2003).

Pesquisas que buscavam respostas celulares para
patologias reprodutivas mostraram que a apoptose
ocorre fisiologicamente no parénquima testicular, mais
especificamente durante a espermatogénese
(SANTOS, 1999; OOSTERHUIS et al., 2000). A
apoptose é considerada um fenémeno fisiol6gico no
parénquima testicular, sendo sugerida como forma
de controle da quantidade de células germinativas e
também da maturagdo de células defeituosas, que
poderiam sofrer espermiagdo (YIN et al., 1998;
HENINGER et al., 2004). A morte de células
germinativas na espermatogénese normal tem papel
importante na producao espermatica (ANZAR et al.,
2002).
espermatozoides em formacgao degeneram e morrem
no parénquima testicular dos mamiferos adultos
(YOUNG; NELSON, 2001).

Aproximadamente 25 a 75% dos

A intima relagdo entre a espermatogénese ¢ a
apoptose foi estudada por Cagan (2003). Ensaios com
inibidores de caspases resultaram em ma formacao
espermatica (durante a espermiacdo) e levou a
esterilidade em Drosophila. O autor propde que um
processo dependente de caspase é fundamental para
a conclusdo da espermatogénese. Seria a apoptose
necessaria para a formacao de gametas masculinos
nessa espécie?

Heninger et al. (2004), abordaram a apoptose
como fendmeno fisioldgico no parénquima testicular
de eqiiinos normozoospérmicos. Demonstraram que
espermatogonias e espermatocitos foram os tipos
celulares mais marcados pelo ensaio TUNEL (para
fragmentacdo de DNA). Entretanto, um pequeno
numero de espermatides redondas e alongadas foram
marcadas, devido a compactacdo do DNA nessas
células e/ou a baixa produgdo de mRNA, necessaria
para a ocorréncia da apoptose.

Vias de apoptose propostas para células
espermdticas

A maioria das células do organismo sdo capazes
de sofrer morte celular programada, mas os
mecanismos de regulagdo desse processo nem
sempre sao os mesmos e, embora existam diferentes
vias intracelulares, essas resultam de uma seqiiéncia
de eventos comuns (HSUEH; EISENHAUER;
CHUN, 1996).

Para células espermaticas foi proposto o modelo
de morte induzida, onde alteragdes endocrinas levam
a secrecao do ligante do receptor de morte Fas (FasL)
pelas células de Sértoli (Fig. 1). O receptor Fas ¢
uma proteina de superficie celular que pertence a
familia dos receptores TNF (tumor necrosis factor)
e NGF (nerve growth factor). O sinal apoptdtico
induzido por Fas ¢ iniciado quando um ligante de Fas
se une ao receptor, o que dispara uma via iniciada
por caspase-8, que culminard com a ativacdo de
caspases -3, —6, e —7, envolvidas com a
fragmentagdo de DNA, inibi¢do do reparo
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cromossomico, murchamento e fragmentagdo celular
(THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998; PAASCH et
al.,2004). Apos a ativacao da Fas pelo ligante FasL,
a degradacdo do DNA ocorre dentro de 3 horas e a
célula pode estar morta dentro de aproximadamente
5 horas (NAGATA, 1996).

Fas, TNF

{ ; ﬁ Receptor Fas ; b

protuberancias na membrana plasmatica

Caspase- 8, -10
/ (inicio da fragmentagio celular)

* /' _ Fragmentagio do DNA

Caspase-3,6,-7 ) _,, 4 Inibigdo do reparo do danos
-\_* ao DNA

\* Translocagdo da Fosfatidilserina

Murchamento da célula e formagio de

—

"
Apoptose

Figura 1. Inicio da apoptose via receptor Fas (adaptado
de Thornerry e Lazebnik, 1998).

Um dos eventos desse fenomeno ¢ a
exteriorizagdo de fosfatidilserina (PS), sinal esperado
pela célula de Sértoli para a fagocitose da célula alvo
(Fig. 2). Células de Sértoli de ratos fagocitam células
espermatogénicas degeneradas in vitro, devido ao
reconhecimento da fosfatidilserina na membrana
plasmatica  externa (SANTOS, 1999;
SHIRATSUSHI et al., 1999, YOUNG; NELSON,
2001). Falhas na fagocitose das células apoptoticas
resultariam em um alto nimero de células anormais
no ejaculado e, como conseqiiéncia, baixa fertilidade
(YIN et al., 1998; SAKKAS; MARIETHOZ;
JOHN, 1999).

Golgi

Membrana da célula
de Sertoli

Reconhecimento e
inicio da fagocitose

Exteriorizagio da
fosfatidilserina [PS)

@ Membrana da célula
\ espermatica

Figura 2. Mecanismo proposto para controle do niimero
de células produzidas na espermatogénese ¢ para a
eliminagdo de células defeituosas (adaptado de Young e
Nelson, 2001).

Caspase-B-10 —_—

Em discordancia, recentes estudos sobre a
desorganizacao dos fosfolipidios da membrana por
acdo de bicarbonato, mostraram que a apoptose nao
esta relacionada com a exposigao de fosfatidilserina
(e também fosfatidiletanolamina) na membrana
externa de células espermarticas maduras
(GADELLA; VAN GESTEL, 2004). Foi
demonstrado também que (1) pan-inibidores de
caspases ndo inibiram o efeito do bicarbonato na
desorganizagao fosfolipidica da membrana; (2) sinais
de dano mitocondrial e/ou de cromatina nao foram
detectados apos estimulacdo com bicarbonato
(GADELLA; HARRISON, 2002); (3) foram
detectadas caspases efetoras em ejaculado humano,
mas somente em residuos de citoplasma de
espermatozodides imaturos (DEVRIES et al., 2003);
(4) altas doses de indutores de apoptose
(ciclohexamida e estaurosporina) ndo induziram o
desarranjo fosfolipidico (GADELLA; HARRISON,
2002). Estes resultados contrariam com uma das
principais metodologias de estudo da apoptose
(Anexina V), mostrando que muito, ainda, deve ser
feito para a elucidac¢do da questao.
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A cascata apoptética € muito complexa, pois quase
todas as proteinas envolvidas estdo presentes no
citosol, apenas esperando para serem ativadas. Para
que nenhuma proteina pro-apoptotica seja ativada
inadvertidamente, existem diversos pontos de inibigdo
ao longo das vias apoptoticas. Nesses pontos atuam
as chamadas proteinas anti-apoptoéticas, que tem
importancia crucial para a célula (THORNBERRY;
LAZEBNIK, 1998). O proto-oncogene Bcl-2
aumenta a sobrevivéncia celular pela supressao da
apoptose. Porém, alguns membros da familia Bel-2
tém efeito oposto e atuam como promotores da
apoptose. A Bcl-2 é uma proteina de membrana
localizada na bainha mitocondrial interna, na
membrana nuclear externa e no reticulo endoplasmico
liso e rugoso. A associagdo com a membrana
mitocondrial faz com que Bcl-2 exer¢a seu papel,
mantendo a polarizacdo da membrana. O equilibrio
entre os membros pro e anti-apoptéticos da familia
Bcl-2 ¢ critico para a sobrevivéncia celular
(ADAMS; CORY, 1998; PAASCH et al., 2004).

As proteinas apoptoticas Bax e Bak sdo
ativadas via p53 e caspase-2 ap6s dano no DNA
(Figura 3). Essas proteinas atuardo despolarizando
a mitocondria, o que resulta na liberagdo de
diversos agentes apoptoéticos, entre eles o
citocromo c, que junto com a caspase-9 e Apaf-1,
formardo o apoptossomo, capaz de ativar outras
caspases efetoras (SANTOS, 1999;
CONCANNON; GORMAN; SAMALLI, 2003).

Espécies Reativas
de Oxigénio

Caspase- 3, -6, -7

Dano no DNA

N

p53

.

Caspase-2

3

Figura 3. Via mitocondrial da apoptose a partir de dano
na cromatina. Com liberagao de citocromo ¢ decorrente da
despolarizagdo da membrana mitocondrial, forma-se o
apoptosomo (citocromo ¢ +Apafl+Caspase-9) que ativara
a caspase 3 (adaptado de Agarwal, Saleh e Bedaiwy, 2003).

Relag¢do hormonal e fotoperiodismo

Na estacao de monta, os testiculos de mamiferos
domésticos devem ser totalmente funcionais, com
constantes ciclos de desenvolvimento e maturagcao
celular (YOUNG; NELSON, 2001). Entretanto,
durante a transi¢cdo entre estacdes de monta e
estacdo de repouso, a maioria dos machos de espécies
que respondem ao fotoperiodismo, sofrem atrofia
testicular da ordem de 40 a 90%. As células diminuem
o tamanho, sendo também aumentada a taxa de morte
celular de espermatides, espermatocitos, células de
Sértoli e de Leydig, reduzindo o volume testicular
(YOUNG; NELSON, 2001). O mecanismo
esquematizado na figura 2, € proposto por esses
autores como forma de controlar o volume testicular
via apoptose.
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A apoptose fisiologica tem papel fundamental no
processo de regressdo testicular, ocorrendo em
espécies sensiveis ao fotoperiodismo. A sazonalidade
reprodutiva ¢ um fendomeno neuroenddcrino, logo,
hormonios como testosterona (T), hormonio foliculo
estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) vém
sendo relacionados com a apoptose em células
espermaticas. A privacdo de T em ratos induz a
apoptose nos testiculos, sendo que sua re-introducao
¢ capaz de reduzir a morte celular, em algumas
situacdes. Além disso, a espermatogénese e
esteroidogénese sdo dependentes da secrecdo de
gonadotrofinas, e a diminui¢do das concentragdes de
FSH e LH induz a atrofia testicular pelo aumento da
morte celular por apoptose (NANDI; BARNERJEE;
ZIRKIN, 1999).

A intensa interacdo endocrina com a apoptose
nas células espermaticas foi comprovada por Shetty,
Marathe e Dighe (1996). Em seu estudo, ratos foram
hipofisectomizados e FSH exdgeno foi administrado,
levando a supressao da fragmentagdo de DNA, por
apoptose no testiculo. Posteriormente, foi
administrado antisoro de FSH, reiniciando a apoptose
nas células germinativas, em 24 horas.

Apoptose patologica: Conseqiiéncias na baixa
qualidade seminal

Como todo sistema complexo, a apoptose
fisioldgica nos testiculos também est4 propensa a ter
falhas em algumas de suas fases ou passos, 0 que
contribuiria para a ma qualidade do sémen (YIN et
al., 1998). O que é confirmado por Irvine et al. (2000),
quando observaram uma propor¢ao significativa de
dano na cromatina em espermatozoides de amostras
de homens inférteis.

Weng et al. (2001) relataram pela primeira vez a
identificacdo de caspase-3 em espermatozoide humano.
Foram correlacionados altos niveis de caspase-3 ativada
com a translocagao de fosfatidilserina e a fragmentagao
de DNA em pacientes inférteis ¢ em amostras com
baixa motilidade.

A relagdo entre apoptose espermatica e
infertilidade em homens foi demonstrada por Wang
et al. (2002). Foi observada ativacao de caspase-3
na pega intermediaria do espermatozoéide, juntamente
com fragmentagdo de DNA em sémen de baixa
motilidade em homens inférteis. Alteracdes na
polarizagdo da membrana mitocondrial estdao
envolvidas na formacao do apoptossomo, responsavel
pela ativagdao da caspase-3. Com isso, a pega
intermediaria poderia representar o foco inicial da
apoptose no espermatozoéide (via da mitocondria),
sugerindo que mecanismos apoptoticos caspase-
dependentes pudessem ser originados da gota
citoplasmatica ou bainha mitocondrial, resultando em
fragmentacdo de DNA (WANG et al., 2002).

Uma maior ocorréncia de apoptose em sémen
de homens subférteis, ¢ a avaliacdo da atividade
de caspases foi indicada como marcador
diagndstico para
proporcionando assim, um parametro mais acurado
aos exames andrologicos (OOSTERHUIS et al.,
2000; MORSHEDI et al., 2003)

qualidade do sémen,

Sakkas, Mariethoz ¢ John (1999), procuraram
identificar a proteina de superficie Fas, que atua como
um receptor de morte, disparando a apoptose na
célula. Foram avaliados sémen de homens férteis e
subférteis, sendo que 96,8% dos homens normais
tinham menos de 10% de espermatozoides marcados
com a Fas. Em contraste, 56,8% das amostras
oligozoospérmicas continham mais de 10% de células
imunomarcadas com anticorpo anti-Fas humano.
Com estes resultados, os autores sugerem que a
apoptose ¢ um mecanismo de controle da
espermatogénese, ¢ a presen¢a de células marcadas
com Fas ¢ indicativo para funcionamento deficiente
desse controle, que teria como fungdes regular o
numero de células germinativas e evitar a
espermiacdo de células defeituosas .

De forma semelhante, Shen et al. (2002), sugerem
que a apoptose em esperma maduro € iniciada na
espermatogénese, onde alguns espermatozoides sao
marcados para morrer via apoptose, € a sobrevivéncia
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destes, colaboraria para um sémen de baixa
qualidade, sugerindo que a morte celular programada
atuaria como um instrumento de eliminacdo e/ou
selecdo de células mal formadas.

Apoptose e criopreservacgdo

Podem existir diversas razdes para a indugao
de apoptose no sémen congelado. Foi observado que
o niimero de espermatozdides apoptoticos aumentou
40% durante a criopreservagao no s€émen de touros
estudados (ANZAR et al., 2002). Durante a
criopreservagdo, a membrana plasmatica ¢
desestabilizada devido as baixas temperaturas e altas
concentracoes de sais, levando a alteragdes nos seus
componentes lipidicos. Em adigdo, a toxicidade ao
glicerol e respostas imunes devido a gema do ovo no
diluidor do sémen, causam alteragdes na membrana
plasmatica. Sob condi¢des normais, a assimetria da
membrana ¢ mantida por translocadores de
fosfolipidios (flipases), mas a congelagao/
descongelag@o pode danificar as flipases presentes
na membrana, facilitando a translocacdo da
fosfatidilserina levando, assim, a apoptose da célula
espermatica (ANZAR et al., 2002).

O processo congelacao/descongelagdo também
pode causar danos a cromatina, facilitando a
mortalidade embrionaria precoce, na fertilizagao in
vitro (FIV) ou injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI). Para a realizagdo destas
técnicas, sao necessarios espermatozodides integros,
pois a utilizagdo de espermatozoides com a cromatina
danificada pode comprometer as taxas de sucesso
destas biotécnicas (WATSON, 2000; HENKEL et
al., 2003). Resultados recentes mostraram que
espermatozdides com DNA danificado sdo capazes
de fertilizar o ovdcito, entretanto, quando o genoma
paterno ¢ requisitado, o desenvolvimento embrionario
cessa (HENKEL et al., 2003).

Assim como as células somaticas,
espermatozdides vivem em aerobiose, enfrentando
as espécies reativas de oxigénio, que causam a
peroxidacdo dos fosfolipideos da membrana,

(O}

afetando, portanto, a fung¢do celular. O
espermatozoide é particularmente susceptivel ao
dano por radicais de oxigénio (produzido em grande
quantidade por leucocitos seminais € por ele mesmo),
porque sua membrana plasmatica contém grandes
quantidades de acidos graxos poli-insaturados
(AGARWAL; SALEH; BEDAIWY, 2003).
Adiciona-se a isto, a baixa concentragdo
citoplasmatica de enzimas com agdes antioxidantes
(WATSON, 2000).

O estresse oxidativo ndo so ataca a fluidez da
membrana citoplasmatica do espermatozoéide, como
também danifica 0 DNA nuclear (AITKET, 1999;
HENKEL et al., 2003; MOUSTAFA et al., 2004). A
acdo deletéria no DNA pode acelerar o processo de
apoptose (Fig. 3), acarretando o declinio no nimero
de células do ejaculado, associado a infertilidade e
deterioracdo da qualidade do sémen. Essa acdo
danosa ao DNA, causando sua fragmentacao, tem
grande importancia, principalmente se o s€émen for
usado em técnicas de reproducdo assistida
(AGARWAL; SALEH; BEDAIWY, 2003;
ALVAREZ, 2003, AGARWAL; SAID, 2005).

Estudos mostraram maior nivel de radicais de
oxigénio nos espermatozdides humanos apos a
descongelagdo (DURU et al., 2001). Como
conseqiiéncia, a peroxidagao lipidica aumentou apds
o processo de congelagdo /descongelagido do s€men,
podendo desencadear a apoptose. Pesquisas com
sémen bovino sugeriram que a produgdo de espécies
reativas de oxigénio, durante a congelacdo e
descongelagao prejudicaram a qualidade dos
espermatozodides (BILODEAU et al., 2000;
CHATTERIJEE; GAGNON, 2001).

Entretanto, a baixa fertilidade encontrada pos-
criopreservacdo ndo foi atribuida ao processo de
apoptose, mas sim a proteases e outras citotoxinas,
resultantes da necrose de parte dos espermatozoides
(ANZAR et al., 2002). Talvez esta seja a razdo da
pequena utilizagdo de antioxidantes nos diluentes de
sémen, pois ainda ¢ questionado o papel benéfico
destes agentes (WATSON, 2000; AGARWAL, 2004).
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Uma das abordagens do estudo da apoptose na
criopreservacao de espermatozoides foi a adigdo de
agentes inibidores da atividade das caspases. Peter
e Linde-Forsberg (2003) pesquisaram o efeito da
adi¢do do inibidor geral de caspases, z-VAD-fmk,
no diluidor de sémen canino para congelagdo. Seus
resultados, porém, ndo demonstraram beneficio na
motilidade, integridade de membrana e de acrossoma
pos-congelacdo, nas concentragdes usadas.
Entretanto, ndo foram avaliados outros marcadores
para apoptose, utilizados em diversos estudos.

Consideracoes Finais

O assunto abordado ¢ recente, mesmo para a
andrologia humana, mostrando que muitas davidas
necessitam ser esclarecidas, para um maior dominio
desse fenomeno. Esse conhecimento pode possibilitar
uma manipulagdo bioquimica e farmacoldgica mais
acurada dos eventos celulares nos tubulos
seminiferos, melhorando a qualidade do sémen
ejaculado.

Para a Medicina Veterinaria, esses estudos podem
fornecer novos parametros bioquimicos e
moleculares, aperfeicoando a sele¢do de reprodutores
com melhor potencial reprodutivo e colaborando no
diagnéstico clinico de patologias ligadas a reprodugao.
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