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Efeito da melatonina em espermatozóides de equino 

 

Resumo: A importância biológica e a complexidade funcional do espermatozóide tornam 

esta célula num objecto de pesquisa cada vez mais aprofundada. A propriedade da 

melatonina como antioxidante, assim como a recente descoberta da sua presença no 

plasma seminal surgiram como fundamentos para este projecto de investigação: determinar, 

pela análise computorizada de motilidade e por citometria de fluxo as alterações ocorridas 

nos parâmetros espermáticos, nomeadamente integridade de membrana e viabilidade, 

desorganização de membrana, peroxidação lipídica e potencial de membrana mitocondrial, 

após incubação de amostras com melatonina, permitindo retirar informações acerca do 

stress oxidativo na célula espermática. Foram analisados três ejaculados de quatro 

garanhões, tendo sido obtidos resultados favoráveis principalmente no que diz respeito à 

peroxidação lipídica. Conclui-se que a melatonina é um antioxidante redutor do stress 

oxidativo e portanto do ataque pelas espécies reactivas de oxigénio, protegendo os 

espermatozóides. 

 

 

Palavras-chave: Espermatozóide, melatonina, motilidade, citometria de fluxo, stress 

oxidativo 
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Effect of melatonin on stallion spermatozoa 

 

Abstract: The biological importance and functional complexity of the spermatozoa makes it 

an important subject of research. The capacity of melatonin to work as an antioxidant, as well 

as the recent discovery of this hormone on the seminal plasma, were the basis for this 

investigation project: to determine, by computer motility analysis and flow cytometry, the 

changes ocurred on spermatic parameters, specifically membrane integrity and viability, 

membrane desorder, lipid peroxidation and mitochondrial membrane potencial after 

incubation with melatonin, concluding information about oxidative stress on the spermatic 

cell. There were analyzed three ejaculates from four stallions, and the results were mainly 

important in terms of lipid peroxidation, leading to the conclusion that melatonin is an 

antioxidant that reduces oxidative stress caused by oxygen reactive species, protecting the 

spermatozoa. 

 

Keywords: spermatozoa, melatonin, motility, flow cytometry, oxidative stress 
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Relatório de actividades desenvolvidas durante o estágio curricular 

O estágio curricular foi realizado na Universidade de Extremadura, na Faculdade de 

Veterinária, Avenida de la Universidad s.n. Campus Universitario 10071- Cáceres, de 15 de 

Janeiro a 31 de Junho de 2010.  

Neste período de estágio, o tempo foi repartido entre uma actividade de pesquisa e trabalho 

laboratorial, na área da reprodução equina, concretamente no âmbito da tecnologia da 

citometria de fluxo e análise seminal computorizada, aplicável em vários projectos 

actualmente decorrentes na Universidade, e pelo desenvolver de práticas em clínica de 

reprodução, nomeadamente assistindo às actividades desenvolvidas no centro de reprodução 

da Universidade.  

De 15 de Março a 7 de Junho de 2010 decorreu na Faculdade a Parada de Sementales, 

estação reprodutiva de equinos em que, através de uma associação com o Exército Espanhol 

se estabularam 12 garanhões na Universidade, trabalhados diariamente e utilizados para 

recolha, processamento e envio de sémen. Durante o mesmo período, também se aceitavam 

nas instalações da Faculdade éguas de proprietários privados que desejavam inseminá-las com 

sémen dos referidos garanhões. Esta associação entre Militares, médicos veterinários e 

criadores é muito vantajosa em termos de ensino, e não só, pelo que permite um envolvimento 

e aprendizagem constante durante este período por parte dos alunos.  

Durante o meu estágio desenvolvi assim actividades de clínica de reprodução, nomeadamente 

o seguimento do ciclo éstrico, com todas as actividades que envolvem este processo: 

ecografias seriadas para detecção do crescimento folicular, assim como o estado do útero, 

citologias, culturas e lavagens uterinas, recolha de sémen aos garanhões, processamento das 

doses e posterior inseminação, diagnóstico de gestação e ainda a realização de ecografias 

testiculares. Durante o período de estágio surgiram também casos de patologias reprodutivas 

como endometrites recorrentes por má conformação, um tumor das células da granulosa, 

hérnia abdominal em égua em estado avançado de gestação, hérnia escrotal de um dos 

garanhões utilizados, implicando o seguimento destes casos. Tive ainda oportunidade de 

realizar procedimentos como a congelação de sémen, inseminação de éguas com sémen 

criopreservado e sincronização de éguas com posterior lavagem para recolha de embrião.  

Quanto ao projecto de investigação realizado, esteve inserido no trabalho realizado pela 

equipa do departamento de reprodução da Faculdade, que tem como objectivo o 
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aperfeiçoamento das técnicas de reprodução assistida. Um dos objectivos desta equipa num 

futuro próximo é a sexagem de espermatozóides de equino, sendo para isso necessária a 

obtenção de um meio perfeitamente adequado à manutenção e congelação destas células, 

ultrapassando a barreira espacial e temporal entre macho e fémea. O projecto realizado 

integra-se assim neste estudo contínuo e progressivo. 

Aparte do estágio curricular, no primeiro semestre do ano lectivo 2009/2010 realizei também 

um estágio complementar na Clínica veterinária das Laranjeiras, de Setembro a Janeiro de 

2009, nas áreas de medicina interna e cirurgia de pequenos animais. Durante o mesmo 

período, também tive oportunidade de acompanhar a médica veterinária Carolina Monteiro da 

empresa ECOVet, na prática da sua actividade. 
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1. Introdução 

Os gametas masculinos consistem num tipo de células com extrema importância biológica, 

dotados de processos metabólicos de elevada complexidade. Partindo deste pressuposto, neste 

trabalho procedeu-se ao estudo de alguns destes processos, nomeadamente os que afectam a 

sua integridade e organização membranar, assim como o seu metabolismo mitocôndrial. 

Dado que a reprodução assistida da espécie equina é uma área com um crescente 

desenvolvimento e aplicabilidade comercial, é do maior interesse desenvolver técnicas que 

permitam a protecção e consequente aumento da durabilidade dos espermatozóides. 

O stress oxidativo, determinado pelo balanço entre a geração e degradação de espécies 

reactivas de oxigénio num dado tecido, surge como um dos maiores inimigos da célula 

espermática: a concentração excessiva de oxigénio incrementa a produção destes compostos, 

nefastos para a viabilidade celular (Baumber, Ball, Gravance, Medina, & Davies-Morel, 

2000).  

Apesar de tanto os espermatozóides como o plasma seminal possuirem enzimas e 

antioxidantes de baixa massa molecular como as vitaminas E e C, urato, albumina, taurina e 

hipotaurina (Smith, Vantman, Ponce, Escobar, & Lissi, 1996), responsáveis pela acção 

antioxidante e quelante destes radicais, esta acção muitas vezes não é suficiente para a devida 

protecção celular. 

Vários estudos indicam que os espermatozóides produzem maiores quantidades de espécies 

reactivas de oxigénio, em resposta a ciclos repetidos de centrifugação ou inclusivé à 

criopreservação efectuada em técnicas convencionais de reprodução assistida (Agarwal, 

Saleh, & Bedaiwy, 2003). É por isso de grande interesse o desenvolvimento de protocolos 

com antioxidantes para que se possam proteger os gametas masculinos da oxidação e da 

apoptose durante estas manipulações. 

A confirmação da melatonina como antioxidante de vários tecidos, assim como a descoberta 

desta hormona no plasma seminal (Casao, et al., 2010) e dos seus receptores na membrana 

espermática (Fujinoki, 2008), ainda que em espécies diferentes, surgiu como fundamento para 

este trabalho.  

Sendo assim, colocou-se a hipotese de testar a influência que diversas concentrações de 

melatonina pudessem exercer em vários parâmetros relacionados com a viabilidade e 

consequente fertilidade do espermatozóide equino. Neste trabalho avaliou-se a motilidade e 

viabilidade espermática, assim como a desorganização lipídica membranar, o estado de 

peroxidação lipídica e o potencial de membrana mitocondrial, através da utilização de 
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diversas sondas fluorescentes específicas para a avaliação de cada característica. 

 

2. Espermatogénese e endocrinologia  

A espermatogénese ocorre no epitélio seminífero, localizado no parênquima testicular, onde 

as espermatogónias se diferenciam em espermatócitos e espermatides. Os tubos seminíferos 

consistem numa camada mióide celular que rodeia a lâmina basal, que por sua vez circunda 

um complexo de células somáticas (células de Sertoli e de Leydig) e germinativas.  

As células de Sertoli têm um papel estrutural e nutritivo, na medida em que suportam e 

separam através de complexos juncionais as gerações sucessivas de células germinativas, e 

também um papel fisiológico, pela sua função endócrina. A formação de espérmatozóides dá-

se no lúmen tubular, aquando da libertação das espermatídeos pelas células de Sertoli para a 

porção sinuosa do tubo seminífero, e posterior ascenção para a parte recta do tubo, canalículos 

eferentes e cabeça do epidídimo.  

As células de Leydig compõem o interstício, sendo a sua principal função a secreção 

hormonal de testosterona. 

A espermatogénese consiste em três fases de desenvolvimento, que se prolongam por 57-58 

dias em equino:  

 Espermatocitogénese, consistindo em divisões mitóticas durante aproximadamente 

19 dias. A espermatogónia começa todo este processo, originando os 

espermatócitos e repondo também a população inicial. Cada geração encontra-se 

conectada através de pontes intercitoplasmáticas, que permitem a coordenação do 

processo. 

 Meiose dos espermatócitos, durante 19 dias. Esta origina os espermatócitos 

secundários que depois de sujeitos a uma diferenciação morfológica se denominam 

espermatídeos. As células passam assim de uma forma esférica inicial a um 

formato alongado, de núcleo condensado e providas de axonema, à medida que 

simultaneamente se orientam em direcção ao lúmen tubular. 

 Espermiogénese, constituida pela maturação e diferenciação de espermatídeos num 

período de 18 dias. Culmina com a espermiação, ou seja, a libertação sincronizada 

no lúmen tubular, em intervalos de 12 dias, e que é coincidente com o início de 

uma nova espermatocitogénese (Meyers, 2009). 

Todo este processo se pode confirmar por cortes histológicos de tubos seminíferos de equino 

que demonstram a presença de oito diferentes estadios celulares da espermatogénese, 
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consistindo o ciclo do epitélio seminífero.  

Estão descritas variações sazonais e etárias na produção de cada um dos tipos celulares, assim 

como alterações ao nível das celulas de Leydig e de Sertoli que influem sobre a produção 

diária de espermatozóides (Daily Sperm Output- DSO). A eficiência espermática está 

relaccionada com o volume de parênquima testicular e a consequente DSO estimada, dado 

que em garanhões um grama de parênquima é equivalente à produção de 18-20x10
6
 

espermatozóides. Este valor é de salientar na determinação de causas de subfertilidade, 

através da comparação de DSO estimada e real, ou seja, a quantidade de espermatozóides 

presentes num ejaculado (Amann, 1993). 

Após libertação no lúmen tubular, os espermatozóides são transportados passivamente para a 

rete testis, através de ambas as pontas dos tubos seminíferos. Esta é uma área extensivamente 

ramificada e localizada no centro do parênquima, sendo cada ramo constituído por 10-20 

túbulos eferentes progressivamente entrançados que se fundem com o ducto epididimário, na 

cabeça do epidídimo (Meyers, 2009). 

O epidídimo é composto por cabeça, corpo e cauda, onde ocorre o armazenamento de 

espermatozóides. Ao longo do seu trajecto, ocorre uma maturação adicional, por modificação 

do conteúdo proteico e lipídico, evidenciada pelo facto de que os espermatozóides localizados 

na cabeça são inférteis e pouco móveis. Na cabeça, ocorre uma reabsorção dos fluidos da rete 

testis e substituição pelas secreções epididimárias. O trajecto em direcção à cauda do 

epidídimo efectua-se principalmente através da actividade ciliar luminal e contracção do 

músculo liso da parede epididimária, ocorrendo em simultâneo alterações ao nível dos 

fosfolípidos de membrana, proteínas e hidratos de carbono. O percurso do espermatozóide 

pelo epidídimo demora cerca de 11 dias, embora este período possa ser encurtado pelo 

aumento da frequência de ejaculações. A cauda do epidídimo é o local de armazenamento da 

maioria dos espermatozóides (cerca de 61%) e encontra-se abundantemente inervada por 

fibras do Sistema Nervoso Simpático (Meyers, 2009). Quando se dá uma ejaculação os 

espermatozóides entram no ducto deferente, onde são encaminhados para a uretra pélvica e 

peniana através de contracções de músculo liso (Chenier, 2009).  

 

3. Espermatozóide 

O espermatozóide é uma célula constituída por cabeça e cauda (colo, peça intermédia, 

principal e terminal). O pescoço consiste na junção altamente especializada entre o bordo 

posterior da cabeça e a peça intermédia da cauda. Em equino, as cabeças têm um formato 
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achatado, em forma de raquete, com dimensões aproximadas de 60-65 μm de comprimento 

total, 6-7 μm comprimento de cabeça, 10 μm parte média, 40 μm parte principal e 4-5 μm 

parte final (Meyers, 2009). Quanto à largura, a cabeça possui aproximadamente 3.5-4 μm no 

segmento equatorial do acrossoma, a parte mais larga da célula, que contem também o núcleo 

(Amann & Graham, 1993). 

Podemos subdividir o espermatozóide em membrana plasmática, acrossoma, núcleo e flagelo, 

onde se inclui uma camada mitocondrial. 

A membrana plasmática cobre totalmente toda a célula e consiste numa bicamada 

fosfolipídica com incorporação de moléculas de colesterol (estabilizador de membrana), 

carbohidratos complexos e proteínas associadas a lípidos ou ao glicocálice. Certas proteínas 

transmembranares auxiliam na formação de canais iónicos, poros, receptores ou componentes 

de transducção de sinal, constituindo no seu total cerca de 50% do peso molecular da 

membrana. A membrana plasmática encontra-se ancorada às estruturas subjacentes na região 

do acrossoma espermático, lâmina pós acrossómica e região do pescoço. Na cabeça do 

espermatozóide a membrana encontra-se dividida em duas regiões, a acrossómica, incluindo o 

anel celular periférico e a maior parte do acrossoma, e pós acrossómica ou segmento 

equatorial, onde se inicia a fusão entre o espermatozóide e a zona pelúcida. Ambas as zonas 

constituem a cápsula acrossómica. A composição membranar em termos de lípidos, proteínas 

e carbohidratos é variável entre a cabeça e cauda do espermatozóide (Meyers, 2009).  

Quanto ao acrossoma, esta estrutura tem origem no Complexo de Golgi da espermátide e 

consiste numa matriz proteica onde se encontram diversas enzimas hidrolíticas e glicolíticas, 

que actuam na penetração da zona pelúcida e consequente fertilização. Embora ainda não 

confirmado em garanhão, em outras espécies encontram-se descritas a proacrosina-acrosina, 

hialuronidase, β-galactosidase, proteinases, neuraminidases, esterases, arilsulfatase, 

fosfolipases A e C, assim como numerosas fosfatases. Localiza-se na região anterior da 

cabeça entre a membrana plasmática e o envelope nuclear, possuindo duas membranas 

distintas (interna e externa) em contacto com cada uma das referidas estruturas. Durante a 

exocitose do acrossoma, ou seja, a reacção acrossómica, ocorre a fusão da membrana externa 

com a membrana plasmática, permitindo a actuação das enzimas sobre a zona pelúcida 

(Meyers, 2009).  

O núcleo é constituido por DNA altamente condensado e íntimamente associado com 

proteínas nucleares denominadas protaminas. Estas consistem em proteínas de baixo peso 

molecular (27-65 aminoácidos), de pH básico e ricas em arginina e cisteína, e formam 
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complexos com o ADN estabilizados por pontes disulfúricas. Estas propriedades contribuem 

para a resistência verificada dos espermatozóides à desnaturação ácida, e constitui a base da 

análise dos mesmos por citometria de fluxo (espermatozóides de garanhões inférteis ou 

subférteis não são resistentes à desnaturação, criando um padrão específico de fluorescência). 

Por fim, o flagelo consiste na cauda do espermatozóide e compreende quatro regiões, sendo 

elas o colo, peça intermédia, principal e terminal. A sua função é prover o espermatozóide de 

motilidade que lhe permite ascender através do tracto reprodutivo feminino e alcançar a 

ampola do oviducto, onde se dá a fecundação. O pescoço inclui o capítulo e as colunas 

segmentares. O capítulo é o limite cranial do flagelo na fossa de implantação, zona de ligação 

com a cabeça, composto por proteínas ricas em pontes disulfato. A fossa de implantação pode 

sofrer um desvio abaxial, causando um desvio da cauda e um consequente movimento circular 

ou semi-circular, que até certo nível é aceitável. As colunas segmentares, por sua vez, são a 

origem das nove fibras densas que conferem rigidez e resistência ao flagelo. As fibras 

rodeiam o axonema central, composto por nove pares de microtúbulos circundando um par 

central, o que resulta numa disposição 9 + 9 + 2. O axonema encontra-se rodeado por uma 

camada de mitocôndrias envolvidas na produção energética, na peça intermédia, que é 

substituída por uma camada de tecido fibroso, na peça principal. A disposição microtubular 

mantem-se apenas em metade da peça terminal. Esta arquitectura permite o movimento 

ondulatório do espermatozóide, através da contracção sequencial de cada um dos pares 

(Meyers, 2009). 

A espermatogénese está dependente de um correcto funcionamento do eixo hipotálamo-

pituitário-testicular, envolvendo a secreção pulsátil de GnRH pelo hipotálamo, cuja acção 

causa a libertação também pulsátil de gonadotrofinas pela pituitária anterior, as hormonas 

Luteinizante (LH) e folículo estimulante (FSH), através de uma modulação endócrina-

parácrina-autócrina, que por sua vez actuam sobre as células testiculares. A GnRH tem assim 

efeito ao nível da pituitária anterior, regulando a libertação de LH e FSH. No caso da LH, a 

sua actuação ocorre ao nível das as células de Leydig, causando a produção de  testosterona e 

estrogéneos. A FSH exerce a sua função nas células de Sertoli, provocando a libertação de 

estrogéneos, inibina, activina, proteína ligante de androgéneos (ABP), transferrina, factor de 

crescimento insulinico-1 (IGF-1) e outros factores necessários à espermatogénese (Roser, 

2009).  

Toda esta dinâmica é regulada tanto por opióides cerebrais como pela glândula pineal, dado 

que esta procede à secreção de melatonina que por sua vez actua negativamente sobre a 
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GnRH, durante a época de reprodução. A produção de melatonina depende do fotoperíodo, ou 

seja, o aumento de número de horas diárias de luminosidade é detectado pelas células 

ganglionares da retina, que contêm o fotopigmento melanopsina (Berson, Dunn, & Takao, 

2002). Este estímulo é transmitido pelo nervo óptico ao núcleo supraquiasmático (SCN), 

causando uma inibição da glândula pineal (em equino) e da secreção de melatonina, o que 

favorece a secreção de GnRH pelo hipotálamo. A sua actuação não se dá directamente sobre 

os neurónios GnRH, mas sobre os neurónios dopaminérgicos, serotoninérgicos e 

aminoacidológicos, que actuam sobre os primeiros. A sazonalidade e a diminuição de número 

de horas diárias de luz inferem assim positivamente sobre a produção de melatonina, inibindo 

a secreção de GnRH e consequentemente as gonadotrofinas esteróides e a actividade testicular 

(Roser, 2009). 

O hipotálamo produz ainda a hormona estimulante da hormona do crescimento (GHRH) e 

dopamina, provocando respectivamente a libertação de hormona de crescimento (GH), e 

regulando negativamente a libertação de prolactina, ambas ao nível da pituitária anterior. A 

prolactina está também relacionada com a função testicular em vários mamíferos, embora em 

equinos esta propriedade ainda não esteja comprovada (Roser, 2009).  

As hormonas produzidas pelo testículo exercem um efeito de feedback no hipotálamo e 

pituitária, através da circulação periférica, regulando a produção de GnRH, LH e FSH. Um 

aumento de testosterona circulante tem um efeito de feeback negativo sobre a produção de 

GnRH, embora não tenha qualquer efeito directo sobre a libertação de LH na pituitária. 

Quanto aos estrogénos, particularmente o estradiol 17β, regulam a libertação de LH modulada 

pela GnRH. Não está todavia clarificado o efeito directo de ambas as hormonas sobre a FSH. 

Quanto à inibina, esta hormona inibe específicamente a libertação de FSH pela pituitária, 

enquanto que a activina actua na maioria das espécies como estimulante desta hormona (não 

comprovado em equinos) (Roser, 2009). 

Sendo assim, os equinos são considerados uma “espécie de reprodução nos dias longos” dado 

que a sua capacidade reprodutiva se maximiza nas estações de horas crescentes de 

luminosidade. Ocorre então um aumento no peso e volume testicular, na Primavera e Verão, 

que se repercute num aumento da produção de espermatozóides (DSO), líbido e 

concentrações plasmáticas hormonais de LH, FSH, testosterona, estrogénos, inibina e 

prolactina. Todas estas alterações parecem ter como causa a diminuição foto-induzida de 

melatonina pela glândula pineal, permitindo um aumento considerável na produção 

hipotalâmica de GnRH e consequentemente de gonadotrofinas e hormonas sexuais (Roser, 
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2009).  

No caso das fémeas, também se exerce uma regulação pelo eixo hipotálamo-pituitário-

gonadal, contudo, não está todavia esclarecida a razão pela qual 75% das éguas param 

completamente a produção hormonal, enquanto que os garanhões têm a capacidade de manter 

a função reprodutiva, embora com menor número de espermatozóides por ejaculado. Está 

ainda demonstrada a actuação de neuromoduladores opióides sobre a GnRH, e de 

dopaminérgicos sobre a libertação de prolactina. Quanto aos efeitos da melatonina, está 

demonstrado (Cleaver, et al., 1991) que a exposição de éguas a um fotoperíodo constante 

resulta numa diminuição da concentração circulante de melatonina e um consequente aumento 

no conteúdo hipotalâmico de GnRH, enquanto que nos garanhões a administração de 

melatonina exógena causa uma diminuição de hormonas testiculares. É assim claro o efeito 

directo negativo da quantidade de melatonina circulante sobre as hormonas sexuais (Roser, 

2009).  

 

4. Fisiologia seminal 

É necessário que o espermatozóide passe por um processo de capacitação para que adquira a 

capacidade de fertilização, nomeadamente para a ligação à zona pelúcida, penetração no 

cúmulus, reacção acrosómica e fusão com o oócito (Meyers, 2009). A capacitação consiste no 

conjunto de transformações fisiológicas que sofre um espermatozóide, conferindo-lhe a 

capacidade de realizar a reacção acrossómica e adquirir o movimento hiperactivo (Meinecke, 

et al., 2002). A capacitação ocorre naturalmente aquando da passagem pelo tracto genital 

feminino, embora possa ser provocada in vitro. Químicamente, ocorre um aumento nos iões 

cálcio, bicarbonato e peróxido de hidrogénio intracelulares, cuja presença activa a produção 

de AMP cíclico pela adenil ciclase. O AMPc (Adenosina Monofosfato cíclico), por sua vez, 

activa a proteína cinase A, que desencadeia a fosforilação de membranas e diversas proteínas 

citosólicas. Ocorre também uma remoção de componentes do plasma seminal que revestem 

externamente o espermatozóide (os factores descapacitantes) (Meinecke, et al., 2002). 

Este evento inclui ainda várias etapas como a diminuição do pH intracelular, perda do 

colesterol de membrana, alterações no conteúdo membranar de fosfolípidos e exposição dos 

receptores de progesterona membranares, associadas à remoção de proteínas aderentes do 

plasma seminal e rearranjo fosfolipídico membranar. O colesterol tem um papel regulador na 

orientação, fluidez e espessura dos lípidos de membrana, impedindo a fusão de membranas. A 

passagem pelo tracto genital feminino coloca o espermatozóide em contacto com albumina e 
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lipoproteínas de alta densidade que removem o colesterol e fluidificam a membrana, 

facilitando a fusão. Está demonstrada in vitro uma interacção do espermatozóide com o 

epitélio do oviducto, que consiste num bloqueio em termos de mobilidade, viabilidade e 

regulação de cálcio intracelular, prevenindo uma capacitação prematura e a exocitose 

acrossómica. Este abrandamento metabólico tem como efeito um armazenamento dos 

espermatozóides no oviducto, o que é coerente com o estro prolongado em éguas, a 

possibilidade de fecundação com inseminações seis dias pré ovulação e portanto uma espera 

dos espermatozóides pela descida do oócito (Meyers, 2009).  

A consequência mais importante da capacitação parece ser a destabilização da membrana 

espermática e preparação para ligação à zona pelúcida e reacção acrossómica. A ligação à 

zona pelúcida desencadeia então um influxo de cálcio que permite a fusão da membrana 

plasmática com a membrana acrossómica externa em diversos locais, causando a libertação de 

vesículas enzimáticas que digerem a zona pelúcida. A membrana acrossómica interna fica 

assim exposta, permitindo a fusão com a membrana plasmática do oócito e a penetração do 

núcleo, desencadeando um bloqueio à polispermia. Ocorre uma variação na composição 

lipídica da membrana existente entre as várias espécies, possuindo o equino uma elevada 

quantidade de colesterol, quando comparado por exemplo com o suíno (Gadella, Rathi, 

Brouwers, Stout, & Colenbrander, 2001), o que parece estar inversamente relacionado com a 

velocidade de capacitação. A albumina, o cálcio e o ião bicarbonato são essenciais no 

processo de capacitação, actuando o primeiro na remoção do colesterol, o segundo na 

sinalização intracelular e o último na estimulação da adenilato ciclase para o aumento do 

AMP cíclico. O estímulo destes componentes essenciais leva a um aumento da fosforilação 

proteica durante a capacitação (Zhu, et al., 2005).  

A hiperactivação consiste num movimento especializado do flagelo (curvatura ampla, 

movimento de chicote e movimentos flagelares frenéticos) adquirido pelos espermatozóides à 

medida que progridem através do oviducto, criando uma força propulsora para a penetração 

da zona pelúcida (Suarez & Ho, 2003). O papel fisiológico da hiperactivação está 

provavelmente associado a uma regulação do transporte do espermatozóide (Verstegen, Iguer-

Ouada, & Onclin, 2002), correlacionando-se ainda com a fertilidade de um ejaculado, pelo 

que está descrita uma menor fertilização de populações que tenham sofrido uma 

hiperactivação prematura em longas incubações in vitro. A hiperactivação espermática ocorre 

espontâneamente em espermatozóides incubados sob condições capacitantes, em meios com 

bicarbonato (Neill & Olds-Clarke, 1987) e cálcio (Christensen, Whitfield, & Parkinson, 
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1996), provavelmente pela activação da adenilato ciclase, influxo de cálcio e elevação da 

concentração intracelular de AMP cíclico. Contudo, no trabalho de (Rathi, Colenbrander, 

Bevers, & Gadella, 2001), foi constatado que os valores de hiperactivação estão pouco 

correlacionados com os de capacitação espermática, ocorrendo uma subvaloração desta.  

Quanto à reacção acrossómica em si, tem lugar perto da zona pelúcida, apenas após completa 

a capacitação. Pode ser induzida in vitro pela adição de vários factores como proteínas da 

zona pelúcida, ionóforos de cálcio, glicosaminoglicanos e progesterona, e tem como resultado 

a agregação de receptores espermáticos, seguida de uma cascata de transducção de sinal. A 

reacção do acrossoma é uma exocitose modificada do acrossoma, um organelo secretor 

granular localizado na cabeça do espermatozóide, sobreposto à membrana plasmática. Esta 

reacção é necessária para a penetração da zona pelúcida, o envelope glicoproteico protector 

do oócito, e para a fusão entre as membranas plasmáticas do espermatozóide e do oócito 

(Fujinoki, 2008). O receptor membranar da zona pelúcida é específico para cada espécie, e 

estimula também a fusão entre a membrana plasmática e a membrana acrossómica externa e 

vesiculação, conduzindo à exposição do conteúdo acrossómico, ou seja, expulsão das enzimas 

pela cabeça do espermatozóide. À medida que a reacção progride e o espermatozóide passa 

através da zona pelúcida, componentes da membrana plasmática e conteúdo acrossómico são 

perdidos. Os espermatozóides que sofrem uma reacção acrossómica prematura são por isso 

incapazes de fertilizar (Fujinoki, 2008).  

 

5. Avaliação seminal 

A avaliação da fertilidade do macho consiste num parâmetro importante da tecnologia 

reprodutiva, dado que um indivíduo seleccionado é normalmente responsável por um elevado 

número de fecundações e pelo sucesso de um programa de reprodução. Sendo assim, apesar 

de serem as fémeas as que conferem um maior contributo a cada ciclo reprodutivo, é na 

fertilidade masculina que se concentra um maior número de análises. Infelizmente, uma 

avaliação adequada requer um grande número de fémeas normais, e é necessariamente 

retrospectivo (apesar de idealmente este ser um estudo predictivo).  

Um exame físico adequado apenas identifica garanhões que claramente não têm capacidade 

de fertilização adequada, sendo insuficiente para determinação precisa do nível de fertilidade 

e falhando assim na identificação de garanhões subfertéis.  

No caso dos equinos, a selecção genética de indivíduos associada com a selecção espermática 

não possui um grau de desenvolvimento como por exemplo no caso dos bovinos, pelo que 
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este tipo de análise assume uma importância ainda maior.  

Esta avaliação pode incluir a medição e determinação da consistência testicular, biópsia, 

ultrasonografia ou termografia, efectuadas durante a época reprodutiva, assim como a 

avaliação subjectiva do epidídimo, que apenas é estimada pelo aparecimento de alterações no 

sémen, tais como as gotas protoplasmáticas.  

Quanto às glândulas sexuais acessórias, a importância das suas secreções reside na sua função 

protectora e nutritiva dos espermatozóides, pela adição de proteínas e inibidores enzimáticos à 

superfície celular, de modo a aumentar a espessura da capa proteica e proteger os 

espermatozóides no tracto genital feminino (factores de descapacitação) (Meinecke, et al., 

2002). O papel fisiológico do plasma seminal continua a ser um tema sobre investigação, 

estando contudo comprovadas as diferenças de composição entre espécies, assim como 

influência ambiental (Kareskoski & Katila, 2008).  

Os testes de qualidade seminal são os mais importantes, tendo já sido os valores de 

motilidade, morfologia e metabolismo correlacionados com a fertilidade (Foote, 2003), apesar 

de também se poderem efectuar outras provas funcionais como o teste hipo-osmótico e a 

exposição a receptores de progesterona.  

A eficiencia reprodutiva dos cavalos, regra geral, está entre os 40-80% (van Buiten, Remmen, 

& Colenbrander, 1998), significativamente abaixo dos bovinos. A subfertilidade ocorre em 

aproximadamente 11% de todos os garanhões e a criopreservação, método frequentemente 

utilizado no maneio reprodutivo, reduz todavia mais a fertilidade dos espermatozóides. A 

estas dificuldades adiciona-se ainda a sincronia necessária entre machos e fémeas, e a 

eficiência variável de técnicas de Inseminação Artificial. O maior obstáculo consiste na 

grande variação entre ejaculados de diferentes garanhões e inclusivé de vários ejaculados 

provenientes do mesmo indivíduo, nomeadamente ao nível de concentração, volume, 

motilidade, quantidade de espermatozóides vivos totais e morfológicamente normais, factores 

que influem na fertilidade da amostra. Diversos métodos são utilizados para uma melhor e 

mais adequada avaliação da qualidade de um ejaculado tais como a microscopia de 

fluorescência confocal, o uso de anticorpos fluorescentes, os ensaios de penetração da zona 

pelúcida, o uso de programas informáticos (CASA) associados a microscopia electrónica, 

permitindo a detecção de varios tipos de motilidade e ainda a citometria de fluxo (Merkies, 

Chenier, Plante, & Buhr, 2000). A citometria de fluxo consiste num método cada vez mais 

utilizado, pela correlação com parâmetros de fertilidade (Gillan, Evans, & Maxwell, 2005), 

assim como pela sua objectividade, repetibilidade, precisão, rapidez e baixo custo (Graham, 
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2001). Em acréscimo, existem cada vez mais sondas disponíveis para determinação de várias 

características, consistindo numa técnica cada vez mais promissora e fidedigna para a 

determinação da fertilidade do semental. Isto porque, como descrito por (Gillan, et al., 2005), 

a fertilidade parece resultar não apenas de um mas do conjunto de vários parâmetros 

espermáticos, pelo que esta avaliação tenderá a recair sobre o maior número possível de 

factores. 

O objectivo da avaliação seminal é a determinação da fertilidade de ejaculados provenientes 

de determinado garanhão, através de parâmetros qualitativos e quantitativos, para posterior 

preparação de doses de sémen fresco, refrigerado ou congelado. Apesar da evolução de 

técnicas, a observação macroscópica, determinação de volume e concentração, avaliação da 

motilidade e morfologia continuam a ser as técnicas mais utilizadas para determinação de 

qualidade seminal (Sieme, 2009). 

O volume de ejaculado está dependente de variantes como a raça, idade e ambiente, sendo 

neste caso relevante a alimentação e manutenção, excitação prévia, estado físico, método e 

frequência da recolha de sémen e sazonalidade. Depende também amplamente das secreções 

produzidas pelas glândulas acessórias (glândulas bulbo-uretrais, prostata, glândulas 

vesiculares e ampolas), podendo efectuar-se uma separação em três porções, a pré 

ejaculatória, secretada pelas glândulas bulbo-uretrais; a segunda e principal fracção rica em 

espermatozóides; e o gel, secretado maioritariamente pelas glândulas vesiculares. Na 

totalidade, pode obter-se um volume de 60-120 ml, com uns 30-100 ml de fracção isenta de 

gel. Uma redução no volume de ejaculado pode ser resultante de uma síndrome de falha 

ejaculatória ou obstrução do ducto deferente (Sieme, 2009). Uma correcta avaliação do 

volume seminal, assim como da concentração são pré-requisitos fundamentais para o cálculo 

de quantidade total de espermatozóides, assim como a determinação do número de doses de 

inseminação artificial possíveis.  

A avaliação macroscópica depende da densidade do ejaculado e deve focalizar-se sobre a 

concentração plasmática, composição do plasma seminal, e presença de elementos 

fisiológicos como células epiteliais e patológicos como sangue ou urina. As características 

seminais incluem fluidez, consistência, cor e odor (Sieme, 2009). 

A concentração representa o número de espermatozóides por unidade volumétrica, sendo esta 

normalmente dada em milhões de espermatozóides por mililitro. A concentração pode ser 

medida através de um espectrofotómetro, por contagem em microscópio com uma câmara de 

Burker, ou ainda pelo programa CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). O uso da 
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citometria de fluxo por coloração com um corante fluorescente é outra das possibilidades para 

medição da concentração de espermatozóides, de forma precisa. Contudo, devido ao seu 

elevado custo não é utilizada por rotina para este efeito.  

Recentemente, surgiu um outro dispositivo (NucleoCounter SP-100) cuja utilização permite 

detectar apenas o número de espermatozóides vivos, por aplicação do corante Propidium 

Iodide (penetra apenas no núcleo das células mortas) (Sieme, 2009). 

A determinação da concentração é muito importante porque permite calcular o número de 

doses a realizar por cada ejaculado, como referido anteriormente. A fertilidade aumenta com a 

concentração, apesar de a partir de certo limiar já não se verificarem melhorias significativas. 

O número médio de espermatozóides por mililitro é de cerca de 250 milhões, podendo atingir 

os 400-1.200 milhões na fracção rica do ejaculado. Estes valores apresentam variações em 

função de diversos factores como a idade, raça, estação do ano ou frequência da colheita 

(Sieme, 2009).  

O método utilizado neste trabalho para determinação da concentração foi o espectrofotómetro. 

O aparelho utilizado (SpermaCue) mede, em percentagem, a quantidade de radiação capaz de 

atravessar (transmitância) ou que fica retida (absorvância) numa amostra, ao incidir um feixe 

de luz sobre esta. É um método que permite uma medição objectiva e exacta, por comparação 

do valor obtido com uma recta padrão realizada com diluições de amostras de 

espermatozóides da referida espécie, com concentração conhecida. Os resultados apresentam 

uma grande correlação com a contagem directa em câmara, sendo este um método mais 

rápido e com menor coeficiente de variação. Tem como desvantagem a ocorrência de 

heterogeneidade óptica decorrente da aglutinação espermática ou precipitação de proteinas 

plasmáticas, dificultando a contagem celular. A adição de diluentes é outro dos factores que 

impede a correcta detecção dos espermatozóides, pela opacidade da amostra, o que 

impossibilita o uso do referido instrumento (Sieme, 2009). Este método quantifica assim o 

número de espermatozóides existentes (vivos e mortos). 

A motilidade espermática é o parâmetro mais frequentemente utilizado para medir a qualidade 

de um ejaculado, dado que se correlaciona com a viabilidade e integridade estrutural do 

espermatozóide (Verstegen, et al., 2002), e consequentemente com a fertilidade. Contudo, e 

como referido anteriormente, uma característica sozinha não é suficientemente predictiva da 

eficiência espermática. Sendo a motilidade excepcionalmente susceptível às condições 

ambientais, como a temperatura, luminosidade, lubrificantes, desinfectantes, osmolaridade e 

pH do meio (Varner, 2008), deve efectuar-se um correcto processamento das amostras.  
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Existem várias técnicas para este tipo de análise, como a determinação da motilidade massal, 

na qual se avaliam as células espérmaticas no seu conjunto, conferindo-se uma classificação 

subjectiva (0-5) pela colocação de uma gota numa lâmina e observação ao microscópio, e a 

determinação da motilidade individual ou qualidade do movimento, por microscopia. Esta é a 

técnica habitualmente utilizada, sendo uma das melhores ferramentas de avaliação de 

qualidade seminal, na medida em que se determina a percentagem de espermatozóides móveis 

e a proporção de progressivamente móveis, ou seja, os que intervêm realmente na fecundação 

(Sieme, 2009). A motilidade deve ser determinada imediatamente após a colheita, colocando 

preferencialmente 2-5 μl de sémen a uma concentração aproximada de 50 x 10
6
 

espermatozóides/ml numa lâmina de microscópio de fase de contraste com placa aquecida a 

37ºC, com uma ampliação de 150-200x. A motilidade é-nos dada em forma de percentagem, e 

consiste em movimento oscilatório (circular em volta do eixo, que pode ter origem no 

aparecimento fisiológico de caudas abaxiais, como explicado anteriormente) e movimento 

progressivo (em linha recta). Um garanhão normal deve ter uma motilidade progressiva de 

cerca de 60%, embora também deva ser contabilizada a motilidade oscilatória, dado que estes 

espermatozóides também podem ter capacidade de fecundação. Os espermatozóides devem 

ser diluidos antes de proceder a esta análise, dado que em equino há uma grande tendencia 

para aglutinação destes, dificultando a sua avaliação. Contudo, a avaliação visual tem um 

importante componente de subjectividade, que apenas pode ser controlado pela normalização 

de procedimentos: incubação da amostra durante 2 minutos a 37
o
C, utilização de uma 

concentração de 25-50 x 10
6
 espermatozóides/ml numa câmara de 10-20 μl, analisando um 

mínimo de duas gotas e observação de um mínimo de quatro ou cinco campos microscópicos 

para poder efectuar-se um cálculo do valor médio (Sieme, 2009). Podem encontrar-se também 

outros tipos de células tais como as epiteliais provenientes da uretra, pénis ou prepúcio, e que 

são inofensivas; eritrócitos, cuja origem deve ser determinada; e leucócitos, que são 

indicadoras de necessidade de efectuar um exame clínico e microbiológico ao referido 

garanhão. Podem ainda observar-se células cilíndricas, sem cauda, representativas de estadios 

indiferenciados da espermatogénese e que ocorrem frequentemente em casos de degeneração 

testicular (Peña & Rodríguez, 2006).  

Para uma análise mais objectiva da motilidade espermática é recomendado e cada vez mais 

utilizado um programa informático – CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), que 

permite obter resultados mais fidedignos. Este programa permite a captação de 20 a 30 frames 

sucessivas e análise de 30 a 60 por segundo, processando esta informação em algoritmos e 
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reconstituindo a trajectória dos espermatozóides. É assim possivel determinar valores como a 

percentagem de células estáticas, móveis e progressivemente móveis (Verstegen, et al., 2002), 

e outros como velocidade curvilínea (VCL) que consiste na progressão sequêncial ao longo da 

trajectória real, em μm/seg; velocidade medida em linha recta (VSL) dada pela trajectória 

rectilínea por unidade de tempo, em μm/seg; velocidade média (VAP), valor da trajectória 

média por unidade de tempo, em μm/seg. Podem ainda obter-se diversos coeficientes 

percentuais: linearidade (LIN), correspondente a VSL/VCL; rectidão (STR), correspondente a 

VSL/VAP; WOB (Wobble) referente à ondulação; BCF (Beat Cross Frequency) que indica a 

frequência à qual a cabeça cruza a trajectória média do espermatozóide por segundo, medido 

em Hertz; ALH (Average Lateral Head) que representa a média do deslocamento lateral da 

cabeça ao longo da trajectória curvilínea em μm/seg, importantes na avaliação do estado 

funcional e de hiperactivação do espermatozóide (Peña & Rodríguez, 2006). 

Consideram-se os seguintes valores para classificação de um espermatozóide humano como 

hiperactivado: VCL ≥70 μm/seg, 19%≤LIN≥80%, ALH>7μm/seg e VSL≤30μm/seg (Green & 

Fishel, 1999). Em equinos, podem ser considerados os valores de VCL≥180μm/seg e 

ALH≥12 μm (Rathi, et al., 2001).  

Cada sistema CASA necessita normalização e validação através de calibração e acertos 

técnicos (taxa de frames, acertos de luz, reconhecimento das cabeças pela forma e 

luminosidade, detecção da cauda, reconhecimento de partículas imóveis), para maior precisão 

e repetibilidade. Contudo, ainda não foi implementada uma normalização internacional, pelo 

que não se podem comparar resultados provenientes de diferentes laboratórios. Surge assim 

uma necessidade urgente de fixação destes parâmetros (Sieme, 2009).  

As variáveis que influem nos valores obtidos são: a frequência de aquisição de imagem, o 

intervalo de medição, o algoritmo utilizado, o número de celulas analisadas, o 

tipo/profundidade da câmara utilizada, o software, a óptica e a magnificação (Peña & 

Rodríguez, 2006). As características do ejaculado e o tipo de diluidor utilizado são também 

importantes, dado que influem no aparecimento de aglutinações espermáticas e aparecimento 

de partículas estranhas como de gema de ovo, que impedem um correcto funcionamento da 

máquina. 

Quanto à motilidade pós descongelação, (Vidament, et al., 2000) consideram que um 

ejaculado aceitável deverá ter mais de 35% de espermatozoides com motilidade a uma 

velocidade elevada, neste caso acima de 30-40 μm/seg. 

Antigamente, a análise microscópica a que submetiam os espermatozóides era subjectiva, 
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ocorrendo variações nos valores obtidos. Para ultrapassar este defeito foram propostos outros 

métodos como a turbidimetria, espectroscopia por laser-doppler e métodos fotométricos. 

Contudo, estas técnicas permitem apenas uma avaliação grosseira da população, enquanto 

que, no extremo oposto, técnicas como a citometria de fluxo permitem uma avaliação 

individual mas de apenas um ou dois parâmetros seminais. Assim, o CASA surge como uma 

técnica vantajosa, permitindo uma análise objectiva de diferentes características: motilidade, 

velocidade e morfologia.  

As desvantagens desta técnica estão relacionadas com o custo do equipamento e a necessidade 

de validação, controlo de qualidade, calibração e normalização das medições efectuadas. Para 

além disto, a precisão da análise depende do treino técnico do operador e da optimização do 

processamento do sémen previamente à análise (Peña & Rodríguez, 2006). 

Deve estar determinado o número de campos/amostras analisadas, a temperatura das 

medições (37
o
C), o processamento do sémen e a concentração de espermatozóides, 

idealmente entre 50 e 100 milhões por mililitro.  

Através do CASA também se podem determinar parâmetros morfológicos, nomeadamente o 

tamanho da cabeça do espermatozóide.  

Existem vários tipos de corantes que se podem utilizar na determinação da morfologia 

espermática, sendo a eosina-negrosina mais frequentemente utilizada, pela sua função 

acrescida de corante vital. A técnica mais utilizada é a visualização por microscopia em fase 

de contraste, com uma objectiva de 100x. São realizados dois tipos de classificação 

morfológica: em relação ao local anatómico (cabeça, parte média ou cauda), podendo ocorrer 

em mais de um local, e em relação à origem do defeito (primário ou de espermatogénese, 

secundário ou de maturação e terciário ou de processamento), embora esta última possa não 

ser exacta. A análise morfológica é uma das técnicas mais importantes dado que se obtem 

uma corelação média-alta com a motilidade, embora possa não exercer efeito sobre a 

fertilidade (Varner, 2008). Podem ainda classificar-se os defeitos como maiores e menores, 

sugerindo que os maiores impedem fertilização ou causam morte embrionária precoce, 

enquanto que os menores apenas impedem o alcance do oócito por alterações na motilidade. 

Qualquer que seja a classificação, sempre que se detecta mais que um defeito num 

espermatozóide surge uma suspeita de alteração na espermatogénese e possivelmente um mau 

prognóstico de fertilidade. Em geral, consideram-se como valores limite para os seguintes 

defeitos numa população de espermatozóides: mais de 30% de defeitos de cabeça, mais de 

25% com gota citoplasmática proximal, mais de 10% de células germinativas prematuras e 
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menos de 30% de espermatozóides morfologicamente normais (Peña & Rodríguez, 2006). 

A morfologia pode ser avaliada em esfregaços húmidos ou secos, sendo a preparação 

observada em microscópio com interferência de contraste diferencial (DIC) 100x, observando 

cerca de cem espermatozoides em cada preparação, sendo as anomalias contadas como uma 

percentagem do número total de espermatozóides (Sieme, 2009).  

Podem diferenciar-se as seguintes categorias: 

A. Cabeças anormais – crateras, forma anormal, degenerativa 

B. Defeitos do acrossoma e cabeça dupla 

C. Gotas citoplasmáticas proximais 

D. Gotas citoplasmáticas distais 

E. Peças médias anormais – dobradas, inchadas, enrrugadas, espessadas 

F. Caudas anormais – dobrada, enrolada 

G. Células somáticas presentes no plasma seminal 

Várias observações confirmam que qualquer ejaculado normal possui várias subpopulações de 

espermatozóides, decorrentes de variações durante a espermatogénese, assim como um 

diferente estado de maturação ou idade no epídidimo. Estas subpopulações podem ser 

evidenciadas por uma diferente resistência à criopreservação ou a fármacos, estando também 

descritas em análise por citometria de fluxo (Harrison, 1996). 

Para além das alterações detectadas nos próprios espermatozóides, a análise morfológica 

constitui ainda um importante método de detecção de células patogenas, leucócitos e 

remanescentes celulares, assim como espermatozóides aglutinados, resultantes da produção de 

auto-anticorpos espermáticos, doenças auto-imunes e ruptura ou perda de integridade do 

túbulo seminífero (Veeramachaneni, Moeller, & Sawyer, 2006). 

Podem ainda utilizar-se marcadores bioquímicos da fertilidade espermática. Estes compostos 

são úteis na caracterização enzimática e funcional de domínios subcelulares. Contudo, é 

necessário distinguir entre os vários locais onde se encontra cada enzima, sendo para isso 

utilizados marcadores de funções específicas espermáticas. A fosfatase alcalina constitui um 

marcador bioquímico clássico do plasma seminal de garanhões, sendo o seu alto teor (superior 

a 15000 UI/L) indicativo de uma secreção testicular e epididimária adequadas (Sieme, 2009). 

 

6. Citometria de fluxo 

Recentemente, os fluoróforos surgiram como ferramentas muito úteis na avaliação da 

qualidade seminal. Estes podem ser detectados por microscopia confocal ou citometria de 
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fluxo, identificando populações de células vivas e mortas, com diferente funcionabilidade 

mitocondrial, integridade acrossómica, estado de capacitação, concentração intracelular de 

cálcio ou conteúdo em ADN/cromatina espermática.  

A citometria de fluxo consiste numa técnica que efectua a análise rápida de células 

individualizadas e organelos por fixação com um marcador fluorescente, fomação de um feixe 

laminar e posterior incidência de um raio laser. As características físico-químicas da amostra 

são fornecidas através do desvio do feixe, assim como pela intensidade da fluorescência 

emitida pela sonda. O citómetro é composto por um sistema de injecção, um sistema óptico e 

um sistema digital de análise de dados. O sistema de injecção procede à recolha da amostra 

por uma corrente coaxial de solução salina a alta pressão, conduzindo-a até ao canal de fluxo. 

Produz-se assim um fluxo laminar ao longo do qual se alinha cada espermatozóide e sobre os 

quais incide individualmente o raio laser, causando dois tipos de sinais: FSC (Forward 

scatter), recolhido por um detector situado cranialmente ao feixe e que informa sobre a 

dimensão da particula, e SSC (Side scatter), cujo detector se situa a 90
o
 do feixe incidente e 

informa sobre a complexidade/granulação celular (Peña & Rodríguez, 2006). 

Ao corar a amostra com um fluoróforo podem obter-se vários tipos de informação adicional. 

Estas substâncias têm uma capacidade de absorção de fotões de alta energia provenientes de 

radiações luminosas do espectro visível ou U.V, com uma consequente redistribuição dos 

electrões corticais e ocupação de uma orbita mais distante do núcleo. Os electrões, ao 

regressar posteriormente ao seu estado inicial, emitem energia de um dado comprimento de 

onda, característica do fluoróforo utilizado e detectada por um receptor específico. Os 

fluorocromos devem reunir uma série de características, como a excitação por um 

comprimento de onda compreendido no espectro emitido pelo citómetro, ser estáveis no 

armazenamento, possuir um máximo de emissão no espectro visível e suficientemente 

diferente do valor do comprimento de onda de excitação para que possam ser diferenciados. 

Em relação a outras técnicas, o citómetro tem como vantagens o fornecimento de informação 

adicional acerca das características físicas dos espermatozóides, como dimensão e 

complexidade interna de diversos componentes tanto subcelulares como moleculares, através 

do uso de diferentes sondas. Na avaliação de sémen descongelado esta técnica representa 

também uma mais valia, pelo que permite uma obtenção válida de resultados. O uso do 

citómetro permite uma avaliação objectiva e com elevada repetibilidade em alicuotas de 

dimensão reduzida (cerca de 5x10
6
 celulas), permitindo o uso simultâneo de vários corantes e 

o estudo paralelo de diferentes compartimentos e funções espermáticas. Outra grande 
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vantagem consiste na rapidez da amostragem, com uma possibilidade de avaliação de cerca de 

5000-10.000 espermatozoides por segundo, o que permite a detecção de diferenças ligeiras 

entre ejaculados ou a distribuição de subpopulações espermáticas (Peña & Rodríguez, 2006). 

Como desvantagem apresenta o elevado custo do equipamento e das análises efectuadas, 

assim como a necessidade de um técnico devidamente formado no seu manuseamento e a 

necessidade de uma localização específica estável do aparelho. 

O citómetro de fluxo é composto por uma fonte luminosa, normalmente de laser ou mercúrio, 

uma câmara onde se coloca a amostra, uma célula de fluxo ou bocal, um feixe de camada 

fluida, um fotodetector ou fotomultiplicador que converte a luz em sinais eléctricos, um 

sistema processador de sinal que processa os sinais eléctricos de um output análogo, assim 

como um computador para comandar todas as operações, demonstrar e armazenar os dados, e 

monitorizar todo o processo (Peña & Rodríguez, 2006).  

Toda esta técnica permite obtenção de uma análise populacional rápida e determinação de 

alterações quantificadas percentualmente. Uma vez corados, os espermatozóides são aspirados 

de modo a que passem rapidamente através da célula do citómetro, sendo então irradiados 

com a luz laser e emitindo posteriormente luz que é detectada por lentes/filtros especificos de 

determinada banda de fluorescencia (FL1, FL2, FL3). Qualquer sinal de fluorescência pode 

ser colhido por tubos fotomultiplicadores, sendo também uma das vantagens da citometria a 

elevada velocidade de fluxo, situando-se normalmente entre os 200-800/seg. Assim, a 

citometria de fluxo é um método bastante rápido e sensível para a detecção de alterações 

subtis numa amostra de milhares de espermatozóides (Peña & Rodríguez, 2006). 

 

6.1 Integridade da membrana plasmática e viabilidade 

Para determinação da integridade da membrana plasmática e viabilidade consideram-se três 

compartimentos distintos na membrana plasmática: a membrana acrossómica externa, a região 

pós-acrossómica da cabeça e as peças média e principal do espermatozóide. São utilizados 

corantes clássicos como eosina-nigrosina, eosina-anilina-azul ou fluoróforos para analisar a 

integridade de membrana, existindo no último caso corantes que identificam espermatozóides 

viáveis e corantes que localizam células não-viáveis. As sondas com afinidade para o ADN 

têm como vantagem o facto de não se fixarem a componentes plasmáticos ou do diluidor que 

não sejam células (Peña & Rodríguez, 2006).  

A monitorização de alterações na permeabilidade de membrana pode ser realizada através do 

corante YO-PRO-1, que consiste numa sonda semi-permeável com afinidade para o ADN, e o 
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Homodimero de etídeo-1, uma sonda impermeável tambem com afinidade para o ADN. A 

excitação de ambas as sondas exerce-se no comprimento de onda de 488 nm, indicando a 

primeira uma subpopulação correspondente a células com um aumento na permeabilidade de 

membrana, detectado pelo FL1-verde (emite entre 525 e 620 nm), enquanto que a segunda, 

detectada em FL3-vermelho (emite num comprimento de onda superior a 620 nm), identifica 

os espermatozóides mortos, em estado necrótico avançado (Sieme, 2009). 

O SYTOX Green é outro dos corantes vitais utilizados que também se fixa apenas a ADN de 

células com membrana danificada, não atravessando a membrana de células vivas. Assim, o 

SYTOX Green identifica a subpopulação de células mortas, por excitação a 488 nm e 

fluorescencia em FL1-verde (entre 504 e 523 nm). Esta sonda tem ainda a vantagem de poder 

associar-se com sondas de espectro de fluorescência azul ou vermelho, para uma análise 

multiparamétrica.  

 

6.2 Desorganização membranar e capacitação 

São realizados vários testes para determinação do estado de capacitação dos espermatozóides, 

avaliando eventos estruturais e funcionais durante o processo.  

A capacitação pode ser estimada pela avaliação da motilidade hiperactivada, isto é, um 

aumento significativo nos valores de VCL e ALH e diminuição do valor LIN, medidos 

através do CASA, assim como pela identificação da fosforilação de tirosina no flagelo, 

detectada por imunoblotting ou citometria de fluxo; a testagem do metabolismo do cálcio, 

pelo ensaio da clortetraciclina (CTC); e ainda por detecção de alterações membranares no 

rácio colesterol/fosfolípidos. Contudo, para detecção da capacitação, a citometria de fluxo 

permite agora a utilização da merocianina (M540). Este consiste num corante hidrofóbico 

cujo tropismo é mais elevado para lípidos membranares com elevado estado de 

desorganização (Langner & Hui, 1993; Williamson, Mattocks, & Schlegel, 1983), que perdem 

a sua assimetria típica. Por esta razão, esta sonda é utilizada na monitorização de alterações na 

arquitectura lipídica que ocorre na membrana plasmática espermática durante a capacitação, 

um processo que parece ser derivado a uma desorganização da bicamada fosfolipídica 

induzida pelo bicarbonato (Gadella & Harrison, 2000).  

O seu tropismo para fosfolípidos de membrana, permite identificar os lípidos da camada 

externa quando se desorganizam e perdem a sua assimetria típica, intercalando-se o corante na 

membrana. Na espécie equina, foi já demonstrado que o bicarbonato actua como potenciador 

da capacitação dos espermatozóides, detectando precocemente as alterações de fluidez de 
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membrana através da merocianina (M540), em comparação com o influxo tardio de cálcio 

detectado pelo CTC (Harrison & Gadella, 2005). A clortetraciclina consiste num antibiótico 

fluorescente que atravessa a membrana e entra nos compartimentos intracelulares onde se 

encontra armazenado o cálcio livre, ligando-se a este e permitindo a detecção por microscopia 

confocal, em espermatozóides mortos. O uso da M540 aportou uma grande vantagem em 

relação ao CTC por permitir a avaliação citométrica deste parametro, ou seja, em células 

vivas, podendo ainda ser associada a corantes vitais como o YO-PRO-1 ou o SYTOX Green. 

A importancia da utilização de um corante vital remete-nos para a necessidade de obtenção de 

valores biologicamente reais, ou seja, a determinação da capacitação de espermatozóides 

vivos apenas. A M540 identifica alterações à meia hora que apenas são detectadas pelo CTC 

às três horas de incubação, (Rathi, et al., 2001) permitindo concluir que a desorganização 

lipídica ocorre previamente ao influxo de cálcio.  

A M540 é excitada por um laser de comprimento de onda de 488 nm e emite em FL2-laranja 

(580-620 nm). A albumina sérica é um dos principais moduladores da afinidade da sonda com 

as membranas biológicas, apesar dos componentes membranares que reagem com a sonda não 

estarem todavia descritos. A detecção da capacitação é todavia uma técnica em estudo com 

insuficiência de dados correspondentes a situações standard, para que se possa expecular 

correctamente acerca de alterações seminais. 

 

6.3 Integridade acrossómica 

A determinação da integridade acrossómica constitui uma parte fundamental na análise 

seminal, sendo feita de duas formas distintas: pela medição da percentagem inicial de 

espermatozóides já reagidos ou pela testagem de capacidade de reacção em resposta a 

determinado estímulo. A maior parte dos testes baseiam-se em marcadores fluorescentes e 

contagem microscópica ou citometria de fluxo (Peña & Rodríguez, 2006). Neste trabalho não 

foi avaliada a reacção acrossómica. 

 

6.4 Potencial de membrana mitocondrial (Δψm) 

Em relação à integridade mitocondrial, a importância da sua determinação confirma-se pelo 

facto da percentagem de mitocôndrias funcionalmente normais ser proporcional à 

percentagem de células viáveis e com motilidade (Thomas, Garner, DeJarnette, & Marshall, 

1998), assim como algumas características de velocidade como a linearidade e rectidão (Love, 

et al., 2003). Em espermatozóides humanos, foi também demonstrado que é necessário um 
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elevado potencial de membrana mitocondrial para se obter uma adequada fertilidade 

espermática (Gallon, Marchetti, Jouy, & Marchetti, 2006).  

Em bovinos foi detectado que a energia necessária para a motilidade seria proveniente das 

mitocôndrias localizadas na peça intermédia, e que qualquer alteração destas teria reflexo em 

termos de motilidade (Ericsson, Garner, Thomas, Downing, & Marshall, 1993). Porém, 

evidências em outras espécies sugerem que a glicólise no flagelo é mais importante que a 

fosforilação nas mitocôndrias da parte média para a obtenção de ATP e consequente função 

do axonema e motilidade (Turner, 2006). Assim, o valor da análise mitocondrial como 

predictivo da motilidade flagelar é todavia controverso. Contudo, o facto das mitocôndrias 

parecerem ser a estrutura mais sensível aos processos de congelação e descongelação, faz com 

que o seu estudo constitua uma parte muito importante da biotecnologia reprodutiva.  

Dos vários corantes utilizados com esta função, foi eleito o 5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-

tetraetilbenzimidazoil-carbocianina-iodado (JC-1), dado que permite a identificação de vários 

graus de funcionabilidade mitocondrial, tendo sido obtida uma correlação elevada ao 

comparar os resultados de vários gradientes de espermatozóides funcionais com os valores de 

potencial de membrana de mitocôndria (Gravance, Garner, Baumber, & Ball, 2000). Este 

estudo comprovou que a utilização de JC-1 permite detectar alterações no potencial de 

membrana mitocondrial (alto, médio e baixo) do espermatozóide equino, através da citometria 

de fluxo ou por microscopia de fluorescência. Para além desta característica, este corante foi 

considerado como mais rigoroso na detecção da função metabólica das mitocôndrias, quando 

comparado com a Rodamina 123 ou o Mito Tracker (Gravance, et al., 2000).  

O JC-1 consiste numa carbocianina catiónica lipofílica interiorizada por todas as mitocôndrias 

funcionais, excitada a 488 nm e fluorescendo num comprimento de onda de 525-530 nm 

(verde) quando presente em mitocôndrias de baixo potencial, formando monómeros (banda 

M), e com um comprimento de onda de 590 nm (vermelho) quando se acumula em grandes 

quantidades em mitocôndrias altamente funcionais, formando multímeros (agregados J). esta 

ligação depende do pH do meio, força iónica e temperatura (Brum, Sabeur, & Ball, 2008). É 

então possível diferenciar subpopulações de espermatozoides com alto, médio e baixo 

potencial de membrana mitocondrial através da intensidade de fluorêscencia detectada por um 

microscópio de fluorescência, ou em três subpopulações de alta (fluorêscencia laranja), média 

(ambas as cores) e baixa (verde) funcionabilidade, por citometria de fluxo.  

 

6.5 Estado da cromatina 
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A determinação do estado da cromatina é frequentemente efectuada pelo Sperm Chromatin 

Structure Assay (SCSA), através do qual se cora ADN desnaturado com Acridine Orange 

(AO), corante que diferencia cadeias duplas (verde) de simples (vermelho). Muitas vezes as 

alterações na integridade nuclear não se reflectem na fertilização, mas apenas no 

desenvolvimento embriónico-fetal e na manutenção da gestação (Peña & Rodríguez, 2006). 

Neste trabalho a cromatina não foi um dos parâmetros avaliados.  

 

6.6 Peroxidação lipídica 

O C11-BODIPY
581/591

 é considerado o corante mais fidedigno e de fácil uso para a 

determinação da peroxidação lipídica em espermatozóides (Aitken, Wingate, De Iuliis, & 

McLaughlin, 2007; Brouwers, Silva, & Gadella, 2005), sendo por isso utilizado na avaliação 

da susceptibilidade do sémen equino a este processo após exposição ao stress oxidativo (Ball 

& Vo, 2002; Neild, Brouwers, Colenbrander, Aguero, & Gadella, 2005).  

Este corante permite a identificação de espermatozóides cuja membrana sofreu o ataque de 

espécies reactivas de oxigénio (ou de nitrogénio), alterando a sua fluorescência vermelha FL-

3 (591-595 nm), para fluorescência verde FL-1 (450-550 nm) (Drummen, Gadella, Post, & 

Brouwers, 2004). 

 

7. Espécies reactivas de oxigénio 

O stress oxidativo consiste no balanço entre a formação e degradação de ERO em 

determinado tecido. Este pode ser causado tanto por inflamação leucocitária como por 

insuficiência de antioxidantes, sendo a causa mais comum a geração de quantidades 

excessivas de estas espécies pelos próprios espermatozóides. Durante a sua maturação, os 

espermatozóides perdem grande parte das suas organelas celulares, com excepção do 

acrossoma e de uma certa quantidade de mitocôndrias, que se alojam na peça intermédia da 

cauda do espermatozóide e que possuem um papel importante prévio à fertilização (Pena, et 

al., 2009).  

O volume reduzido e a localização restrita do seu espaço citoplasmático limita a 

disponibilidade de enzimas intracelulares antioxidantes, que podem ser futuramente 

comprometidas pelo envelhecimento. Esta vulnerabilidade, associada à tendência de 

espermatozóides defeituosos em gerar elevadas quantidades de espécies reactivas de oxigénio, 

resulta num comum estado de peroxidação espermática de espermatozóides de indivíduos 

inférteis (De Iuliis, et al., 2006), isto num estudo realizado em humanos.  
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Em células somáticas, a maior produção de espécies reactivas de oxigénio parece ter 

proveniência na cadeia de transporte de electrões mitocondrial, na respiração celular, sendo 

esta produção normalmente controlada pela existência de factores antioxidantes. Quando este 

mecanismo não é suficiente, gera-se um stress oxidativo implicado em numerosas condições 

patólogicas. Espermatozóides provenientes de humanos com baixa qualidade seminal, 

produzem significativamente maior quantidade de espécies reactivas de oxigénio (Koppers, 

De Iuliis, Finnie, McLaughlin, & Aitken, 2008), detectando-se uma menor motilidade e uma 

maior peroxidação lipídica, o que causa provável e posteriormente um dano oxidativo ao 

ADN espermático (Kodama, Yamaguchi, Fukuda, Kasai, & Tanaka, 1997). 

Tanto os espermatozóides como o plasma seminal possuem enzimas e antioxidantes de baixo 

peso molecular que retêm/sequestram os radicais livres, prevenindo o dano celular. Os três 

mais importantes sistemas enzimáticos consistem no sistema glutationa-peroxidase, 

superóxido dismutase e catalase, ocorrendo também outras moléculas antioxidantes como a 

vitamina E, a vitamina C, urato, albumina, taurina e hipotaurina (Smith, et al., 1996).  

Por estarem sujeitos a condições aeróbias, os espermatozóides também vivem sobre o efeito 

do paradoxo do oxigénio: este gás é necessário à vida, mas origina paralelamente o 

metabolismo oxidativo que tem como consequência final a formação de espécies reactivas de 

oxigénio, potencialmente tóxicas (Baumber, et al., 2000). Estas células são extremamente 

susceptíveis às ERO porque estão em contacto próximo com substratos produtores de radicais 

livres e são deficientes em enzimas protectoras, dado que perderam grande parte do seu 

citoplasma na espermiogénese. Quando os espermatozóides se libertam do epitélio 

germinativo têm uma elevada quantidade de ácidos gordos polinsaturados, que poderão 

reflectir um estado de imaturidade de desenvolvimento. Assim, a entrada no epidídimo ocorre 

num estadio funcionalmente incompetente, sem capacidade de motilidade coordenada ou 

penetração no oócito. O fenótipo destes espermatozóides imaturos é muitas vezes reflexo de 

gametas defeituosos encontrados em machos inférteis, assim como células funcionalmente 

incompetentes com um elevado conteúdo em ácidos gordos insaturados. Para uma correcta 

maturação espermática ao longo do trânsito pelo epidídimo, a aquisição de competência 

funcional é acompanhada pela remodelação da membrana plasmática que involve a deplecção 

de fosfolípidos, perda de ácidos gordos polinsaturados e aumento do rácio 

esterol/fosfolípidos, factores que conferem uma maior estabilidade membranar à membrana 

espermática, ou seja, maior resistência às ERO. 

Os factores nutricionais, ambientais e químicos podem induzir a sobreprodução de anião 
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superóxido tanto no citosol como na mitôcondria, produzindo um excessivo stress oxidativo 

do qual os espermatozóides são incapazes de se defender. Tradicionalmente, pensava-se que o 

principal papel das mitocôndrias seria a produção de energia através da fosforilação oxidativa. 

Contudo, as mitocôndrias possuem um papel secundário, actuando na regulação morte celular 

e constituindo a maior fonte de espécies reactivas de oxigénio (Gonzalvez & Gottlieb, 2007; 

Rodriguez-Gil, 2006) estando portanto este conceito actualmente em discussão. Foi 

evidenciado que o dano oxidativo é mais proeminente na peça intermédia, ou seja, onde se 

concentram as mitocôndrias (Ortega Ferrusola, et al., 2009). Confirma-se então que as 

mitocôndrias espermáticas são a principal fonte de ERO (Koppers, et al., 2008), sendo estas 

geradas principalmente pelos complexos I e III da cadeia respiratória. Este stress oxidativo é 

independente do potencial de membrana mitocondrial, no caso do complexo III, e causativo 

de dano peroxidativo e diminuição da motilidade, no caso do complexo I. As mitocôndrias 

exercem um papel importante em diversos processos tanto fisiológicos como patológicos na 

célula espermática (Gallon, et al., 2006; Pena, et al., 2009; Rasola & Bernardi, 2007), como 

por exemplo o incremento ERO através do processo de congelação-descongelação 

espermática e a subsequente apoptose celular (Lachaud, Tesarik, Canadas, & Mendoza, 2004; 

Ott, Gogvadze, Orrenius, & Zhivotovsky, 2007). Altos níveis de ERO perto das mitocôndrias 

vão interferir com a homeostase de cálcio mitocondrial, danificar o ADN mitocondrial, alterar 

as propriedades da membrana e provocar a desregulação do Ciclo de Krebs (Pena, et al., 

2009). 

Num estudo em células somáticas, foi determinado que à medida que o processo da oxidação 

se desenvolve, este stress torna-se nitroxidativo, devido ao envolvimento do óxido nítrico. 

Uma vez que se forma o peroxinitrito, a sua acção tem um efeito tóxico directo levando à 

peroxidação lipídica, oxidação proteica e alterações do ADN. Este mecanismo envolve a 

indução de vários factores de transcrição levando a uma inflamação crónica induzida por 

citocinas (Korkmaz, et al., 2009), como o factor de necrose tumoral α (TNF-α) e interleucina 

1β. 

As ERO tais como peróxido de hidrogénio, anião superóxido e radical hidroxilo, assim como 

o óxido nítrico são necessárias em quantidades reduzidas para o normal funcionamento 

celular, sendo contudo nefastas em elevadas concentrações (Aitken, 2006). Isto porque uma 

peroxidação ténue pode promover tanto a capacitação como a reacção acrossómica através da 

activação da PKA específica espermática, e os aniões superóxido induzir a hiperactivação e 

hipermotilidade espermática, e ainda a afinidade para a zona pelúcida (Gadella, et al., 2001). 
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Por outro lado, quando estas espécies se encontram em elevada concentração, o efeito 

exercido torna-se nefasto (Aitken, et al., 2007), nomeadamente pela deplecção de ATP e 

impedimento de uma adequada fosforilação do axonema, uma acrescida peroxidação lipídica 

e uma perda de motilidade e viabilidade (de Lamirande, Jiang, Zini, Kodama, & Gagnon, 

1997). Apesar dos sistemas redox que existem para controlo fisiológico destes produtos, 

continua a decorrer um stress oxidativo originado por um aumento de produção de radicais ou 

diminuição da produção de antioxidantes tendo como consequência a peroxidação lipídica da 

membrana e a disfunção espermática.  

Em última análise, o efeito das espécies reactivas de oxigénio sobre os espermatozóides 

parece ser dependente do balanço entre produção e a deplecção destas espécies, assim como o 

timing de cada um destes processos (de Lamirande, et al., 1997). 

Os testes para medição de ERO podem ser efectuados por determinação de 

quimioluminescência, peroxidação lipídica e capacidade antioxidante. 

Em humanos, o stress oxidativo está associado com baixa fertilidade, alterações no 

deselvolvimento embrionário, aborto e doenças na infância. Este stress parece estar associado 

com a peroxidação de ácidos gordos insaturados da membrana plasmática e ataque oxidativo 

ao ADN nuclear e mitocondrial (De Iuliis, Wingate, Koppers, McLaughlin, & Aitken, 2006). 

Com o trabalho efectuado por esta equipa concluiu-se que a produção de espécies reactivas de 

oxigénio não está directamente associada a cadeia de transporte de electrões mitocondrial 

(para o caso do ião O2
-
), e está inversamente relacionada com a motilidade espermática. 

Contudo, (Mukhopadhyay, et al., 2007), realizou várias medições de síntese de anião 

superóxido mitocondrial através de marcadores de apoptose (Annexin V e SYTOX Green) em 

células endoteliais, concluindo que células sujeitas a condições patológicas (como doenças 

degenerativas e alterações inflamatórias) reagem com a produção de espécies reactivas de 

oxigénio como o anião superóxido e espécies de nitrogénio, produzidas por metabolismo 

mitocondrial.  

Em equinos não há muito material publicado sobre a influencia das ERO na função 

espermática, havendo no entanto provas da elevada concentração de superóxido-dismutase no 

plasma seminal (Mennella & Jones, 1977), e da actividade protectora do ácido ascórbido 

exógeno na integridade membranar pós armazenamento (Deichsel, Palm, Koblischke, Budik, 

& Aurich, 2008). 

A peroxidação lipídica ocorre como uma das causas principais concorrentes para a diminuição 

de fertilidade detectada após o armazenamento do sémen, devido à reacção com radicais de 
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oxigénio. Os espermatozóides são particularmente sensíveis ao stress oxidativo devido ao seu 

alto conteúdo em ácidos gordos polinsaturados, como o ácido decosahexanoico (Aitken, 

2004). Estes ácidos, ao reagir com os radicais livres, dão origem  a radicais peroxil e alcoxil 

(Aitken, Harkiss, & Buckingham, 1993). Estes radicais, para adquirirem estabilidade 

necessitam retirar um átomo de hidrogénio a um átomo adjacente de carbono de um lípido da 

vizinhança, formando o respectivo ácido ou álcool. A remoção deste átomo de hidrogénio cria 

um radical carbónico que se combina com o oxigénio, criando outro lípido peroxidado e 

perpetuando a reacção em cadeia (Bielski, Arudi, & Sutherland, 1983). A peroxidação tem 

como consequência a perda de integridade membranar, alteração da funcionabilidade celular e 

diminuição da motilidade espermática (Storey, 2008).  

A elevada concentração de ácidos gordos polinsaturados na membrana espermática é 

necessária para conceder à membrana plasmática a fluidez necessária para a motilidade 

espermática e participação nos eventos de fusão associados com a fertilização, assim como a 

manutenção da integridade estrutural necessária à viabilidade. A perda de integridade 

membranar pode ainda ser responsável por um aumento na permeabilidade e perda na 

capacidade de regulação das concentrações intracelulares de iões envolvidos no controlo da 

motilidade (Baumber, et al., 2000). Contudo, neste estudo não se detectou um decréscimo da 

peroxidação lipídica, apesar da diminuição marcada na motilidade espérmatica, pelo que se 

induziu que a motilidade possa ser um indicador mais sensível do stress oxidativo, ou que as 

espécies reactivas de oxigénio possam afectar os dois parâmetros por diferentes vias. 

Adicionalmente, foi também encontrada uma elevada correlação entre a peroxidação lipídica 

e a qualidade espermática pós-descongelação, evidenciada a partir de valores de integridade 

membranar e potencial de membrana mitocondrial (Ortega Ferrusola, et al., 2009). 

No trabalho desenvolvido por (Baumber, et al., 2000), foi estudada a influência das espécies 

reactivas de oxigénio na função espermática equina, nomeadamente motilidade, viabilidade, 

integridade acrossómica, potencial de membrana mitocondrial e peroxidação lipídica 

membranar. Concluiu-se que, a um tempo de incubação de meia hora, a motilidade consiste 

no parâmetro mais afectado, ocorrendo uma diminuição significativa, sendo o peróxido de 

hidrogénio a espécie citotóxica primária mais significativa. 

Recentemente, a detecção da melatonina no plasma seminal humano, e o seu marcado efeito 

anti-oxidante nas células espermáticas (du Plessis, Hagenaar, & Lampiao, 2010), veio iniciar 

uma série de projectos de investigação nesta área. 
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8. Melatonina 

A melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina) foi inicialmente identificada por Lerner, em 

1958, como a substância produzida pela glândula pineal e responsável por todos os seus 

efeitos. Consiste numa neurohormona secretada durante as horas de escuridão pela glândula 

pineal, tendo como percursor o aminoácido triptofano, que é captado a partir da circulação e 

sofre sequencialmente uma 5-hidroxilação e uma descarboxilação, originando a 5-

hidroxitriptamina (serotonina). A via mais importante da serotonina no metabolismo pineal 

consiste na sua transformação em N-acetilserotonina, pela enzima N-acetiltransferase (NAT), 

substância que, por acção da enzima hidroxindol-O-metil transferase (HIOMT), origina a 

melatonina (Aguilar & Tresguerres, 1992). Esta indolamina é então libertada nos capilares, na 

sua maior parte ligada à albumina e em concentração mais elevada no líquido cerebroespinal 

(Tricoire, Moller, Chemineau, & Malpaux, 2003), sendo rapidamente distribuída em todos os 

tecidos corporais (Cardinali & Pevet, 1998). Foi ainda demonstrado que a melatonina também 

se produz em outros orgãos como a retina, glândulas Harderianas (roedores), tracto 

gastrointestinal, medula óssea, ovário e testículos, pele e ainda linfócitos (Hardeland, 2005), o 

que parece estar associado ao facto de apenas alguns tecidos possuirem a enzima HIOMT. 

A descoberta da relação entre a puberdade e a glândula pineal, no início do século XX, deixou 

alguns peritos em dúvida. Isto levou a uma pesquisa científica dedicada a esta área, 

concluindo-se, entre outras coisas, que a produção metabólica, tanto de melatonina como das 

enzimas intervenientes na sua síntese, se concentra no período nocturno. Nos primeiros 30 

anos após a descoberta desta indolamina (Reiter, Tan, et al., 2009) os estudos basearam-se na 

sua relação com a sazonalidade e o fotoperíodo, e a sua associação com o ciclo reprodutivo e 

o efeito nas diferentes espécies.  

Esta hormona tem uma função de moduladora da actividade fisiológica circadiana, 

transmissora da informação fotoperiódica, reguladora da maturação e diferenciação dos 

neurónios, ritmo circadiano, metabolismo do óxido nítrico e eixo hipotalamo-pituitário-

gonadal. É ainda um potente antioxidante que protege as células da apoptose mitocondrial 

induzida pelo stress oxidativo, e inibidora da peroxidação lipídica. 

A nível fisiológico, a melatonina não consiste numa hormona pró-gonadal nem anti-gonadal, 

senão num sinal cronológico circulante cuja função é informar o organismo do momento em 

que se encontra, efectuando uma interacção neuroendócrina-reprodutora. Contudo, em 

humanos (e equinos) está comprovada que a administração exógena desta hormona causa uma 

inibição na ciclicidade e na produção espermática (Reiter, Tan, et al., 2009). 
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O tempo e duração do pico de melatonina reflecte o período nocturno (Cardinali & Pevet, 

1998), sendo que se atingem altas concentrações durante a noite, com um pico normalmente 

entre as 02.00h e as 04.00h. Assim, a melatonina é um sinal de escuridão que identifica a 

altura e a duração da luminosidade/escuridão diária, enviando esta informação para o Sistema 

Nervoso Central (SNC) e orgãos periféricos (Pandi-Perumal, et al., 2006). Nos mamíferos, 

esta informação é muito valiosa na regulação de alterações sazonais que influem em diversas 

funções fisiológicas, neuroendócrinas e reprodutivas (Cardinali & Pevet, 1998). Outra das 

acções da melatonina é a regulação da fase de ritmos circadianos por uma acção directa sobre 

o SNC, pelo que a sua administração melhora o sono nocturno e o estado de alerta diurno 

(Arendt & Skene, 2005). A melatonina exógena reajusta a maioria dos ritmos em vertebrados 

e invertebrados, afectando também as plantas (fitomelatonina) e organismos unicelulares. 

Na espécie equina, tal como em muitas outras espécies animais, a produção de melatonina 

pela glândula pineal é inibida pela luz e estimulada pela escuridão, alcançando um pico a 

meio da noite e decrescendo a partir deste valor.  

Para além da sua função reguladora do sono (Dijk & von Schantz, 2005; Pandi-Perumal, 

Zisapel, Srinivasan, & Cardinali, 2005), esta hormona tem também funções de inibição da 

libertação de dopamina no hipotálamo e retina (Zisapel, 2001), está envolvida no processo de 

envelhecimento (Karasek, 2004) e desenvolvimento na puberdade (Salti, et al., 2000), 

controlo da pressão sanguínea (Grossman, et al., 2006), sequestrante de radicais livres (Tan, 

Manchester, Terron, Flores, & Reiter, 2007), neuroprotectora pela sua acção anti-excitatória e 

anti-inflamatória e ainda detentora de propriedades imunomodulatórias mediadas por 

receptores tanto membranares como nucleares (Guerrero & Reiter, 2002). 

A descoberta da melatonina como antioxidante (Poeggeler, Reiter, Tan, Chen, & Manchester, 

1993) constituiu um estímulo para o desenvolvimento de várias pesquisas, que documentaram 

uniformemente a capacidade desta molécula como quelante de radicais livres e redutora da 

agressão molecular (El-Sokkary, Kamel, & Reiter, 2003; Lee, et al., 2002; Reiter, Paredes, 

Manchester, & Tan, 2009).  

A protecção celular aos radicais livres pode realizar-se pela redução da produção excessiva de 

espécies reactivas de oxigénio, prevenção da deplecção de enzimas intracelulares 

antioxidantes, inibição da sobreactivação das espécies reactivas de nitrogénio, destoxificação 

de espécies baseadas em nitrogénio, redução das citocinas, limitação da peroxidação lipídica e 

a oxidação proteica, entre outras (Korkmaz, et al., 2009). Vários estudos são já indicativos da 

acção da melatonina como impeditiva do stress tanto oxidativo como nitroxidativo (Reiter, et 
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al., 2003) e este estudo vem comprová-lo. Tanto a melatonina como os seus metabolitos têm a 

capacidade de destoxificação de radicais livres (Reiter, Tan, Terron, Flores, & Czarnocki, 

2007), em concentrações fisiológicas e farmacológicas. Inclusivé, em vários estudos já 

publicados, constatou-se a superioridade da melatonina como antioxidante, quando 

comparada com a vitamina E, β-caroteno e vitamina C (Hsu, Han, Liu, Yeh, & Casida, 2000; 

Rosales-Corral, et al., 2003). 

Desde a descoberta das propriedades da melatonina como antioxidante, em 1993, várias 

publicações já confirmaram directa ou indirectamente este efeito. Este efeito deve-se à 

capacidade quelante de radicais de oxigénio e nitrogénio, incluindo o radical hidroxilo (OH
-
), 

peróxido de hidrogénio (H2O2), molécula de oxigénio (O2), óxido nítrico (NO) e anião de 

peroxinitrito (ONOO
-
). As análises efectuadas (Tan, et al., 2002) supõem como base deste 

efeito a sua alta estabilidade nuclear à ressonância e baixa energia de activação, em relação às 

reacções com radicais livres.  

Outro dos factores que converte a melatonina num antioxidante potente é o facto dos seus 

metabolitos: 3-hidroximelatonina ciclica (3-OHM ciclica), N
1
-acetil-N

2
-formil-5-

metoxiquinuramina (AFMK) e N
1
-acetil-5-metoxiquinuramina (AFM), produzidos durante a 

acção quelante da melatonina, serem também oxidantes efectivos (de Almeida, Martinez, 

Klitzke, de Medeiros, & Di Mascio, 2003; Ressmeyer, et al., 2003). 

Ao contrário da maioria dos antioxidantes, a melatonina está desprovida de actividade 

peroxidativa, e todos os intermediários gerados pela interacção com as espécies reactivas são 

também quelantes de radicais livres (Rao & Gangadharan, 2008). Este fenómeno está descrito 

como reacção em cadeia de quelação dos radicais livres da família da melatonina. Devido a 

este, uma molécula de melatonina tem a capacidade de quelar quatro ou mais espécies. Esta 

maior eficácia da melatonina é comprovada pela menor dose necessária quando comparada 

com outros antioxidantes. Como demonstrado por (Gavella & Lipovac, 2000), a melatonina é 

quatro vezes mais eficiente que o trolox, um análogo da vitamina E, na prevenção da 

peroxidação lipídica. Para além disto, a melatonina exerce ainda uma acção estimulante sobre 

a actividade de enzimas que metabolizam as espécies reactivas, mantendo a fluidez 

membranar a determinado nível. 

Todos os organismos acumulam típicamene resíduos moleculares oxidados, isto significa que 

a combinação de todos os antioxidantes exógenos (vitamina C e E, β-carotenos e ácido úrico) 

actuando em conjunto são incapazes de previnir o dano oxidativo. A capacidade também 

antioxidante da melatonina está demonstrada pela rápida acumulação de radicais livres em 
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ratos pinealectomizados (Moore, 1978), sendo este dado consistente com a existência de 

níveis fisiológicos protectores de melatonina. Apesar da melatonina não atingir altas 

concentrações intracelulares (tal como a glutationa), este não é o único parâmetro 

determinante da eficácia de um antioxidante, sendo importantes factores como a solubilidade 

(em lípidos ou soluções aquosas) e a concentração parácrina da hormona. Pouco é conhecido 

acerca da distribuição subcelular de melatonina. Contudo, está demonstrada a baixa 

concentração necessária, quando em comparação com outras hormonas. Até hoje, é 

impossível concluir categoricamente que a melatonina se trata de um antioxidante fisiológico. 

O que se comprova, é que em situações de stress oxidativo, esta substância exerce um elevado 

efeito protector. 

A eficácia da melatonina como antioxidante está relacionada com a sua capacidade quelante 

de radicais livres, o estímulo exercido tanto sobre enzimas antioxidantes como sobre a 

glutationa, a eficácia na redução da fuga de electrões da cadeia de transporte mitocondrial e 

ainda a sua acção sinérgica com outros antioxidantes (Reiter, et al., 2007), não estando 

todavia claro qual dos mecanismos é o mais importante. Dado que a melatonina passa 

livremente todas as barreiras morfofisiológicas e penetra facilmente em todas as células, a sua 

acção como antioxidante propaga-se por todo o organismo. Esta indolamina possui vários 

efeitos a nível mitocondrial que melhoram o bem estar celular, impedindo a apoptose e 

realizando também a mediação da cadeia de transporte de electrões e a fosforilação oxidativa, 

causando o aumento da produção de ATP em células normais.   

O possível papel da melatonina como agente bioenergético de manutenção da função 

mitocondrial tem também algum interesse. A maior parte do oxigénio molecular inalado é 

processado na cadeia de transferência de electrões mitocondrial, sendo convertido em água 

após quatro reduções electrónicas. Contudo, neste processo de redução as espécies 

parcialmente reduzidas de oxigénio produzem espécies reactivas de oxigénio e de nitrogénio, 

tais como o óxido nítrico, através da enzima mitocondrial NOS (óxido nítrico síntase). O 

óxido nítrico, apesar de actuar como regulador fisiológico da respiração e do ritmo de síntese 

de ATP, quando atinge níveis demasiado elevados pode inibir os complexos I e III. Neste 

caso, a transferência de electrões fica comprometida, ocorrendo uma perda de electrões e 

consequente formação de O2
-
 e outros oxidantes (Brown, 1992) 

As evidências da acção antioxidante da melatonina sobre os espermatozóides foi já 

confirmada em vários trabalhos. A existência comprovada de receptores de melatonina no 

tecido epididimário de ratos (Shiu, et al., 2000) e humanos (van Vuuren, Pitout, van Aswegen, 
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& Theron, 1992), assim como a detecção de melatonina no plasma seminal tanto de humanos 

(Luboshitzky, Shen-Orr, Nave, Lavi, & Lavie, 2002) como de carneiros (Casao, et al., 2010), 

levaram à suspeita de que esta neurohormona possa ter um papel fundamental na viabilidade 

das células espermáticas.   

Como o líquido seminal humano possui melatonina (Bornman, et al., 1989) e os 

espermatozóides receptores de melatonina (van Vuuren, et al., 1992), foi investigada a sua 

influência sobre a hiperactivação de espermatozóides de hamster (Fujinoki, 2008). 

Confirmou-se assim uma associação entre a quantidade de melatonina disponível e a 

capacitação, reacção acrossómica e hiperactivação. 

Podemos ainda confirmar as vantagens da melatonina na protecção de espermatozóides contra 

as ERO em trabalhos desenvolvidos na área de Ecotoxicologia, por exemplo. Foi testado o 

efeito da melatonina pré-administrada a ratos experimentalmente intoxicados com diazinão 

(pesticida organofosforado nefasto para a fertilidade do macho por produção de espécies 

reactivas de oxigénio que reagem com o ADN), ocorrendo protecção dos espermatozóides 

recolhidos posteriormente da cauda do epidídimo (Sarabia, Maurer, & Bustos-Obregon, 

2009). 

Também foi estudado e comprovado o efeito protector da melatonina em sémen incubado 

com concentrações crescentes de mercúrio, um metal préviamente associado a efeitos nefastos 

na quantidade, viabilidade e morfologia espermática, devido à sua acção como catalisador na 

oxidação de biomoléculas (Rao & Gangadharan, 2008). 

Em relação ao aparelho reprodutor feminino, em humanos, ocorre um aumento na 

concentração de melatonina no fluído folicular ovárico, quando comparada com a 

concentração plasmática. Independentemente da sua origem (concentração ou síntese local), a 

funcionabilidade desta hormona está possivelmente associada ao seu efeito antioxidante, por 

redução da apoptose e permissão do correcto desenvolvimento folicular (Tamura, et al., 2009; 

Tamura, et al., 2008). A utilidade da melatonina no fluido folicular pode dever-se ao facto de 

a ovulação envolver um processo semelhante a uma resposta inflamatória (Espey, 1994), 

tendo como consequência a produção local de espécies reactivas de oxigénio e de nitrogénio, 

susceptíveis de aumentar a oxidação do oócito. 

A melatonina tem ainda como vantagem o facto de não ser pró-oxidativa, ou seja, após quelar 

os radicais livres esta molécula não participa no ciclo redox, preservando ou até aumentando o 

conteúdo de GSH tissular. Sendo assim, a melatonina é considerada um antioxidante terminal 

(Tan, et al., 2002). 
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Devido à sua capacidade de destoxificação de reactivos de oxigénio e nitrogénio, a 

melatonina tem ainda um papel na redução de alterações morfofisiológicas passadas à geração 

seguinte (Tamura, et al., 2008). Devia ser por isso testada a sua utilização em técnicas de 

fertilização in vitro e transferência de embriões, dado o elevado custo e baixo sucesso inerente 

a estas técnicas. 

Em conclusão, e dada a sua incomum baixa toxicidade, é possível a realização de ensaios 

clínicos para documentar a protecção desta hormona contra estadios patofisiológicos do 

sistema reprodutivo em que a oxidação é frequente (Reiter, Tan, et al., 2009). 

 

Para além da actividade da melatonina como antioxidante, a sua acção fisiológica baseia-se na 

interacção com os receptores membranares MT1 e MT2 e proteínas intracelulares como a 

quinona redutase 2, calmodulina, calreticulina e tubulina (Pandi-Perumal, et al., 2008) em 

células tanto do Sistema Nervoso Central como de orgãos periféricos como vasos sanguíneos, 

rim e orgãos reprodutores. Os seus efeitos incluem alterações nos nucleótidos cíclicos 

intracelulares, níveis de cálcio, activação de certos subtipos de proteina quinase C, localização 

intracelular de receptores de hormonas esteróides e regulação de proteina G. 

 

9. Materiais e métodos 

9.1 Colheita de sémen e processamento 

A recolha de sémen é fundamental no processo da inseminação artificial, dado que uma 

inseminação de sucesso está altamente dependente de uma colheita eficiente. Tanto esta 

técnica como a líbido e a capacidade de monta do garanhão dependem de importantes factores 

hereditários, ambientais e adquiridos, que devem ser controlados através de um bom maneio 

do animal. É de salientar que um garanhão pode possuir má fertilidade tanto por causas 

detectáveis com o exame clínico inicial como por um incorrecto processo de recolha seminal.  

O sémen (três ejaculados por garanhão) analisado foi proveniente de quatro garanhões 

Andaluzes, estabulados no Hospital Veterinário da Universidade de Extermadura, Cáceres, 

Espanha. Os equinos encontravam-se mantidos sob condições Europeias e institucionais 

regulamentadas, sendo o sémen colhido aproximadamente três vezes por semana a cada 

garanhão, durante a estação reprodutiva de 2010.  

 

Área de colheita – A recolha de sémen realizou-se em dois locais distintos do recinto exterior 

(por um dos indivíduos não se encontrar treinado para monta no manequim). A maior parte 
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das recolhas foram realizadas em uma área onde se encontra montado o manequim sobre um 

piso anti-derrapante, perto dos estábulos da Universidade e das boxes exteriores onde se 

mantêm as éguas. Em um dos garanhões, não habituado ao manequim, teve de realizar-se a 

recolha com monta em égua. Evitou-se na altura de colheita o trânsito de veículos, animais e 

pessoas. A sala de preparação de vaginas, assim como o laboratório encontram-se perto de 

ambos os locais.  

 

Método – Vagina artificial (Missouri) desinfectada e seca, preenchida com água quente que 

deve alcançar uma temperatura entre 45
o
 e 50

o
C (medida com termómetro) e uma pressão 

adequada para a introdução do pénis. É revestida internamente com lubrificante não 

espermicida, evitando-se o uso de lubrificantes bacteriostáticos ou espermicidas que 

diminuem a qualidade do sémen. Na extremidade oposta da vagina encontra-se acoplado o 

recipiente de colheita de sémen (limpo, seco e mantido a 40
o
C) no qual se coloca um filtro 

descartável que reduz a contaminação do sémen e retem a fracção de gel seminal. Com este 

procedimento pode perder-se cerca de 25-30% da produção seminal. 

 

Monta – Realizada com uma égua ovariectomizada e de comportamento calmo, controlada 

com o auxílio de um aziar e peias, e cuja cauda se encontrava atada, isolada e mantida em 

tensão para impedir a penetração do pénis. Administraram-se com intervalos de 3 dias a 3 

semanas autocolantes de estrogénos (estradiol) para que a égua se mantivesse receptiva. No 

caso de garanhões devidamente ensinados procedeu-se ao uso de um manequim isolado para 

impedir a possível contaminação entre indivíduos, ao lado da qual se coloca a égua. A altura 

do manequim é ajustável. 

 

Processamento – O laboratório deve estar preparado previamente à colheita, com os diluidores 

seminais conservados a uma temperatura de 37
o
C, assim como o material utilizado. Quando o 

garanhão visualiza a égua e o seu pénis entra em erecção, deve proceder-se à sua limpeza com 

água quente, prestando especial atenção à fossa uretral e seios, dado que é o principal local 

onde se podem acumular microrganismos patogénicos. O pénis é depois seco com um papel. 

A vagina deve ser introduzida imediatamente e de forma segura após a erecção completa e 

monta do garanhão, pelo seu lado esquerdo. O pénis é fixado e deflectido pela sua superficie 

ventral, com uma das mãos, enquanto que a outra suporta a vagina artificial. Esta é fixa em 

todo o seu comprimento e localizada paralelamente ao eixo médio do animal e em 



 

45 

 

alinhamento directo com a base do pénis. No momento da ejaculação são sentidas as fortes 

pulsações uretrais com a mão que fixa o pénis, momento a partir do qual a vagina deve ser 

ligeiramente deflectida ventralmente de modo a que o sémen escorra para o depósito e 

impedindo o choque térmico. O sémen deve ser imediatamente transportado para o laboratório 

e processado. O processamento consiste na medição da concentração espermática 

(SpermaCue) e posterior diluição 1:1 (v/v) com o diluidor INRA96 (IMV, L’Aigle, França) e 

centrifugação a 600g durante 10 min a 22
o
C. O pellet resultante é novamente diluido em 

INRA96, para obtenção de uma concentração aproximada de 100x10
6
 espermatozóides/ml. 

A centrifugação é importante na medida em que é eficaz na remoção do plasma seminal. Em 

vários trabalhos foi já confirmado efeito detrimental do plasma seminal no armazenamento de 

sémen refrigerado ou congelado, nomeadamente em características de motilidade e de 

integridade de ADN. Contudo, alguma quantidade de plasma parece ser necessária para a 

manutenção da fertilidade (Kareskoski & Katila, 2008), pelo que este tema não está 

totalmente clarificado. Neste trabalho optou-se por centrifugar as amostras, tanto para um 

aumento na durabilidade dos espermatozóides, como para uma remoção de factores 

antioxidantes presentes. 

 

Complicações – Espermatozóides expostos a calor excessivo adquirem excessiva motilidade 

circular, possuindo reduzida longevidade ou inclusivé tornando-se inférteis. Exposição do 

sémen a temperaturas elevadas por 10-20 segundos é suficiente para causar um choque 

térmico. Um sémen de má qualidade, por exemplo com elevada contaminação bacteriana, 

pode ser devido a uma má limpeza do pénis; enquanto que um excesso ou contaminação de 

plasma seminal (urospermia ou hemospermia), cuja quantidade excessiva é nefasta para os 

espermatozóides, pode ser controlado pelo uso de uma vagina artificial aberta, tentando 

recolher apenas a fracção rica em espermatozóides. A luz directa é outros dos factores que 

deve ser evitado, dado que é nociva para os espermatozóides. A pipetagem e processamento 

seminal podem conduzir a quantificações incorrectas, resultando em diferenças entre 

amostras. 

 

De seguida, procedeu-se ao processamento do sémen nos seguintes grupos de tratamento:  

A. Controlo 

B. Amostra incubada com 50pM de melatonina 

C. Amostra incubada com 100pM de melatonina 
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D. Amostra incubada com 200pM de melatonina 

E. Amostra incubada com 1μM de melatonina 

 

9.2 Protocolo laboratorial 

1. Preparar duas amostras de melatonina em dimetilsulfóxido (DMSO), uma com 

a concentração de 10nM e outra com concentração 1mM. Isto porque a partir 

de uma alicuota de concentração 10nM, é necessário colocar 5μl em 1ml para 

obter a concentração de 50pM, 10μl para a de 100pM, 20μl para a de 200pM. 

Adicionando 1μl da alicuota de concentração 1ml obtém-se uma solução de 

concentração 1μM. 

2. Preparar cinco tubos com 1ml de espermatozóides a uma concentração de cerca 

de 100x10
6
 espermatozóides/ml, adicionar as quantidades adequadas de 

melatonina a quatro destes (50pM, 100pM, 200pM e 1μM). 

3. Medir a motilidade através do programa CASA, numa amostra de plasma 

seminal de concentração aproximada 50x10
6
 espermatozóides/ml. 

4. Preparar quatro tubos de citómetro com 50μl sémen de cada uma das 

concentrações (aproximadamente 5x10
6
 espermatozóides) + 950μl PBS 

(Phosphate Buffered Saline), perfazendo um total de vinte tubos. 

5. Medir, para cada série de quatro tubos os seguintes parâmetros: 

 Viabilidade e permeabilidade de membrana: Adicionar 2μl YO-PRO-1 (25μM) 

+ 1μl Homodímero de Etídio-1 (1,167mM), incubar durante 16 minutos e 

realizar a medição no citómetro de fluxo. 

 Capacitação: Adicionar 1μl de Merocianina 540 (2,7μM) e incubar durante 25 

minutos, ao final dos quais se adiciona SYTOX Green 1μl (0,5μM). Após 

incubação durante 5 minutos efectuar medição no citómetro de fluxo.  

 Peroxidação lipídica: Adicionar 1μl BODIPY
581/591

-C11 (2μM) e incubar 

durante 30 minutos. Proceder à centrifugação durante 5 minutos a 1000 RPM 

(Rotações por minuto) e resuspender em 1ml PBS. Realizar a  medição no 

citómetro. 

 Potencial de membrana mitocondrial: Adicionar 0,5μl JC-1 (3μM) e incubar 

durante 40 minutos. No final realizar a medição no citómetro de fluxo.  

6. Manter a incubar durante três horas (tempo 2) e preparar novamente vinte 

tubos de citómetro com 50μl sémen + 950μl PBS. 
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7. Medir novamente a motilidade (CASA), assim como todos os parâmetros das 

amostras no citómetro, ou seja, repetindo o procedimento a partir do ponto 3. 

 

9.3 Motilidade espermática 

A cinética espermática foi determinada em todas as amostras nos tempos 1 (0h) e tempo 2 

(3h), utilizando o sistema CASA (ISAS Proiser Valência, Espanha). A análise foi baseada no 

exame de três imagens digitais consecutivas obtidas de diferentes campos da mesma amostra, 

com uma objectiva de ampliação 10x em fase de contraste negativo, numa base aquecida a 

37
o
C. O sémen foi introduzido em câmaras Leja (Leja Amsterdam, Holanda) de 20 μm de 

profundidade. O número de objectos incorrectamente identificados como espermatozóides 

foram minimizados no monitor através da função de playback. Relativamente aos parâmetros 

cinéticos, foram determinados os seguintes valores: espermatozóides imóveis quando 

VAP<10μm/seg, móveis se VAP> 15μm/seg e linearmente móveis se o desvio da linha recta é 

superior a 45%. 

Figura 1. Equipamento utilizado para medição de parâmetros através do CASA. 

 

 

9.4 Citometria de fluxo 

Neste trabalho a análise citométrica foi efectuada com o Coulter EPICS XL (Coulter 

Corporation Inc., Miami, FL, EUA) equipado com uma óptica standard, um laser de Argon 

(Cyonics, Coherent, Santa Clara, CA, EUA) que emite radiação de 488 nm, de 15 mW, e um 

software EXPO 2000. Encontravam-se activos os receptores FL-1 verde (band pass 530/30 

nm), FL-2 laranja (band pass 585/42 nm) e FL-3 vermelho (long pass >670 nm), e os dados 

resultantes foram analisados pelo filter FlowjoTM software (Free Star Ashland, USA). 

Aproximadamente 10.000 espermatozoides/300 segundos foram analisados em cada amostra. 

As medições fluorescentes foram compensadas por forma a minimizar a fluorescência 
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excessiva entre o espectro vermelho e verde.  

Figura 2. Citómetro de fluxo 

 

As diversas subpopulações foram divididas em quadrantes, sendo a frequência de cada uma 

quantificada. As particulas detectadas não espermáticas (debris) são eliminadas da análise 

através dos dot-plots de forward scatter e side scatter, efectuando uma triagem sobre a 

população celular de interesse. Particulas com características de dispersão  semelhantes às do 

espermatozóide mas sem conteudo de ADN suficiente foram também excluídos. Os detectores 

de radiação frontais e laterais estão regulados para a medição de 10 000 eventos por amostra 

no caso do YO-PRO-1 e Homodimero de Etidio-1, Merocianina 540, SYTOX Green, e 

BODIPY
581/591

-C11, ou de 30 000 eventos para o JC-1. A velocidade de medição foi mantida 

por volta das 200-300 células por segundo. 

Todas as sondas foram provenientes da empresa Molecular Probes (Molecular Probes Europe, 

Leiden, Holanda). 

As alterações de membrana e viabilidade foram determinadas como descrito por Peña e seus 

colaboradores (2005), com modificações adaptadas à espécie equina (Ortega-Ferrusola, et al., 

2008). Após colocação e incubação das sondas YO-PRO-1 e Homodimero de etidio-1, as 

amostras foram analisadas no citómetro, obtendo-se quatro populações distintas: 

espermatozóides vivos não corados; espermatozóides YO-PRO-1 positivos, indicando um 

aumento relativo na permeabilidade de membrana; uma terceira população de indivíduos 

corados com ambas as sondas, emitindo fluorescência verde e laranja e indicando células de 

necrose precoce; e por último a população corada apenas com o Homodimero de Etidio-1 e 

constituída por células que sofreram uma necrose prolongada. Na figura 3 podemos ver três 

exemplos de espermatozóides correspondentes a cada uma das populações nas quais os 

corantes penetram. 
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Figura 3. Espermatozóides de equino corados com YO-PRO-1 e Homodimero de etidio-1. (A) 

Fluorescência verde associada a fixação de YO-PRO-1. (B) Fluorescência verde e vermelha devido a 

fixação de ambas as sondas. (C) Fluorescência vermelha causada pela fixação de Homodimero de 

etidio-1. Imagem obtida por microscopia confocal Bio-Rad MRC com apliação de 60x. 

 

 

Para uma avaliação da capacitação espermática, neste trabalho foi utilizada a Merocianina 540 

(M540), corante específico na detecção da desorganização lipídica, à qual se associou o 

corante vital SYTOX Green. Assim, a análise citométrica identificou, em regra, quatro 

subpopulações: espermatozóides mortos e vivos com baixa e alta desorganização membranar, 

apesar da quantificação populacional ser foi apenas efectuada com os espermatozóides mortos 

totais e vivos com pouca e elevada desorganização. A vantagem do uso do SYTOX neste 

trabalho é devida ao facto de este corante detectar apenas os espermatozóides efectivamente 

mortos, e não os com alterações de permeabilidade de membrana, como no caso do YO-PRO-

1, o que leva a uma maior sobreposição com os espermatozóides corados com M540. Na 

figura 4 podemos ver um exemplo de um citograma de uma amostra corada com ambos os 

fluorócromos. 

Figura 4. Citograma de amostra controlo corada com M540 e SYTOX Green. Fluorescência laranja 

(Merocyanine 540) e fluorescência verde (Sytox 16). (LM) População com baixa fluorescência de 

merocianina, ou seja, com pouca desorganização membranar. (HM) População com alta 

fluorescência de merocianina e alta desorganização de membrana. (dead) População de células 

mortas, com alta fluorescência de SYTOX Green. 

 

A B C 
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A peroxidação lipídica foi avaliada através do corante BODIPY
581/591

-C11, sendo possível 

quantificar as células com emissão de fluorescência verde, ou seja, com elevada peroxidação 

lipídica. Foi possível detectar duas populações, uma com baixa fluorescência, ou seja, com 

reduzida peroxidação lipídica, e outra com alta intensidade fluorescente, significativa de uma 

elevada peroxidação. Isto porque esta sonda lipofílica se integra na membrana, sofrendo 

ataque pelos radicais já referidos alcoxil e peroxil, produzidos na peroxidação lipídica. 

Com o protocolo utilizado, as amostras coradas com BODIPY são centrifugadas a 1000 RPM 

durante 5 minutos, após incubação, de modo a que se possa remover o excesso de sonda não 

fixada aos espermatozóides. Na figura 5 podemos observar a diferente intensidade de 

fluorescência emitida pelos espermatozóides oxidados. 

Figura 5. Espermatozóides corados com a sonda BODIPY-C11. (A) Fluorescência vermelha associada à 

dispersão de sonda não oxidada. (B) Fluorescência verde devida à oxidação da sonda. (C) Imagem de 

transmissão. (D) Sobreposição das imagens em que as áreas de peroxidação lipídica aparecem a 

amarelo. Imagens de microscopia confocal (Bio-Rad MRC) com uma ampliação de 60x. 

 

 

A sonda JC-1 foi a utilizada na testagem do potencial de membrana mitocondrial (Δψm), por 

ser capaz de diferenciar as populações de baixo, médio e elevado potencial, obtendo-se três 

populações distintas, como podemos observar no citograma e imagens de microscopia 

expostas na figura 6. A diminuição do metabolismo mitocondrial é reflectida pela passagem 

gradual de fluorescência laranja para verde. 

Figura 6. Citograma de espermatozóides corados com a sonda JC-1 e respectiva imagem de 

microscopia confocal. Pode detectar-se fluorescência concentrada na peça intermédia, fornecendo 

informação acerca do potencial de membrana mitocondrial (Δψm). (E) População com emissão de 

fluorescência laranja. (E1) Espermatozóide referente à população E. (G) População com emissão mista 

de fluorescência (laranja e verde). (G1) Espermatozóide referente à população G. (F) População com 

emissão de fluorescência verde. (F1) Espermatozóide referente à população F. Imagem obtida por 

microscopia confocal Bio-Rad MRC com apliação de 60x. 
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Figura 6 (continuação)

9.5 Microscopia de laser confocal 

O padrão de fixação de cada corante pode ser confirmado através do uso de um microscópio 

de laser confocal, sendo possível identificar indivíduos em diferentes estadios. Foi utilizado 

um microscópio de espectro invertido (Bio-Rad MRC 1024; Hercules, CA), excitando-se as 

amostras com um laser Argon 488 nm, e colocando vários filtros para detecção dos diferentes 

espectros de fluorescência.  

 

9.6 Análise estatística 

Os dados foram inicialmente analisados pelo teste Kolmogorov-Smirnov para verificar a 

homogeneidade e determinar sua a distribuição. Dada a distribuição em curva não Gaussiana 

de alguns dos valores, foi realizada uma análise ANOVA de multivariantes, efectuando-se um 

teste não paramétrico Mann-Whitney U para comparação de pares de valores, quando 

detectadas diferenças significativas. Todas as análises foram efectuadas com uma versão do 

SPSS 15.0 para o Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A significancia estatística foi 

estabelecida em P<0.05. 

 

10. Resultados 

Em termos de motilidade, não foram detectadas alterações significativas após incubação com 

F1 
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as diferentes concentrações de melatonina (tabela 1), apesar de se verificar uma diminuição 

relativa das motilidades total e progressiva em todas as amostras quando comparados com os 

resultados obtidos após três horas de incubação (tabela 2). As velocidades detectadas 

(curvilínea, linear e média) também reduziram de forma relativamente progressiva entre o 

tempo 1 e o tempo 2. Os restantes coeficientes espermáticos mantiveram-se ralativamente 

constantes tanto entre horas como entre amostras analisadas. Quanto aos parâmetros 

previamente ralacionados com a capacitação espermática (VCL, ALH e LIN), podemos 

constatar em ambas as tabelas 1 e 2, que estes não sofreram alterações que permitissem 

considerar os espermatozóides como hiperactivados. 

 

Tabela 1. Médias dos diversos parâmetros de motilidade ao tempo 1 (0h). MT: motilidade total, MP: 

motilidade progressiva, VCL: velocidade curvilinea, VSL: velocidade linear; VAP: velocidade média, 

ALH: média do deslocamento lateral da cabeça, LIN: coeficiente de linearidade, STR: coeficiente de 

rectidão, WOB: coeficiente de Wobbler, BCF: número de vezes que a cabeça cruza a trajectória média 

por segundo. (n= 4 garanhões, 3 ejaculados cada, médias±S.D). 

  Controlo 50pM 100pM 200pM 1μM 

MT 73,0±2,87 67,58±3,05 67,17±2,87 64,3±2,87 70,0±2,87 

MP 47,0±2,67 44,8±2,83 41,4±2,67 38,8±2,67 44,8±2,67 

VCL 69,9±3,17 71,1±3,36 64,9±3,17 61,4±3,17 69,8±3,17 

VSL 28,0±1,40 29,8±1,49 26,2±1,40 24,8±1,40 27,5±1,40 

VAP 35,5±1,61 37,2±1,70 33,1±1,61 31,1±1,61 34,7±1,61 

ALH 3,2±0,17 3,2±0,18 3,0±0,17 2,9±0,17 3,1±0,17 

LIN 40,0±0,92 41,9±0,98 40,3±0,92 40,4±0,92 39,4±0,92 

STR 78,7±0,93 80,3±0,99 79,2±0,93 79,8±0,93 78,8±0,93 

WOB 50,9±0,93 51,8±0,76 50,8±0,72 50,5±0,72 49,8±0,72 

BCF 12,3±0,27 12,8±0,29 12,2±0,27 12,2±0,27 12,3±0,27 

 

Tabela 2. Médias dos diversos parâmetros de motilidade ao tempo 2 (3h). MT: motilidade total, MP: 

motilidade progressiva, VCL: velocidade curvilinea, VSL: velocidade linear; VAP: velocidade média, 

ALH: média do deslocamento lateral da cabeça, LIN: coeficiente de linearidade, STR: coeficiente de 

rectidão, WOB: coeficiente de Wobbler, BCF: número de vezes que a cabeça cruza a trajectória média 

por segundo. (n= 4 garanhões, 3 ejaculados cada, médias±S.D). 
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Tabela 2 (continuação) 

  Controlo 50pM 100pM 200pM 1μΜ 

MT 62,8±4,60 59,5±4,75 50,6±4,60 52,5±4,60 56,2±4,60 

MP 35,4±3,48 34,0±3,60 27,7±3,48 25,2±3,48 32,4±3,48 

VCL 56,6±2,41 58,3±2,49 55,7±2,41 49,5±2,41 59,5±2,41 

VSL 21,5±1,06 22,8±1,09 22,0±1,06 18,8±1,06 23,8±1,06 

VAP 27,8±1,28 29,2±1,32 27,7±1,28 24,3±1,28 30,1±1,28 

ALH 3,1±0,12 3,0±0,12 2,9±0,12 2,8±0,12 3,1±0,12 

LIN 38,3±0,80 39,4±0,83 39,3±0,80 38,4±0,80 40,1±0,80 

STR 77,8±0,80 79,0±0,83 79,0±0,80 77,4±0,80 79,0±0,80 

WOB 49,1±0,64 49,7±0,66 49,9±0,64 49,6±0,64 50,5±0,64 

BCF 11,2±0,27 11,6±0,28 11,3±0,27 11,4±0,27 11,4±0,27 

 

A única alteração efectiva consistiu na diminuição na população de células que sofreram uma 

apoptose recente, ou seja, espermatozóides YO-PRO+/Eth+, quando submetidas à incubação 

com todas as concentrações de melatonina, apenas após incubação prolongada (tabela 4). Por 

comparação das figuras 7 e 8, ambas resultado de uma análise citométrica realizada às três 

horas de incubação, podemos confirmar que ocorre um claro desvio à esquerda da população 

de células apoptóticas, mantendo-se aproximadamente a mesma população de células vivas.  

 

Tabela 3. Médias dos valores de viabilidade espermática e permeabilidade de membrana ao tempo 1 

(0h). YO-PRO–/Eth–: espermatozóides viáveis não corados, YO-PRO+: espermatozóides com 

aumento na permeabilidade membranar e apoptose recente, fluorescência verde, YO-PRO+/Eth+: 

células em apoptose tardia, fluorescendo em verde e vermelho; Eth+: espermatozóides necróticos com 

fluorescência vermelha. (n= 4 garanhões, 3 ejaculados cada, médias±S.D). 

  Controlo 50pM 100pM 200pM 1μΜ 

YO-PRO–/Eth–  76,0±1,62 76,1±1,52 73,3±1,52 71,9±1,52 74,1±1,52 

YO-PRO+ 3,1±0,66 3,3±0,62 3,3±0,62 3,0±0,62 3,0±0,62 

YO-PRO+/Eth+ 1,4±0,20 1,3±0,18 1,5±0,18 1,5±0,18 1,3±0,18 

Eth+ 19,6±1,30 19,2±1,22 22,0±1,22 23,6±1,22 21,6±1,21 
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Tabela 4. Médias dos valores de viabilidade espermática e permeabilidade de membrana ao tempo 2 

(3h). YO-PRO–/Eth–: espermatozóides viáveis não corados, YO-PRO+: espermatozóides com 

aumento na permeabilidade membranar e apoptose recente, fluorescência verde, YO-PRO+/Eth+: 

céluls em apoptose tardia, fluorescendo em verde e vermelho; Eth+: espermatozóides necróticos com 

fluorescência vermelha. (n= 4 garanhões, 3 ejaculados cada, médias±S.D). 

  Controlo 50pM 100pM 200pM 1μΜ 

YO-PRO–/Eth–  69,8±1,41 69,6±1,41 70,3±1,41 67,4±1,41 70,8±1,41 

YO-PRO+ 3,2±0,70 2,6±0,70 1,0±0,70 2,3±0,70 1,6±0,70 

YO-PRO+/Eth+ 3,87±0,47
a
 1,6±0,47

b
 1,1±0,47

b
 1,3±0,47

b
 1,1±0,47

b
 

Eth+ 23,1±1,26 26,3±1,26 27,6±1,26 29,0±1,26 26,5±1,26 

 a-b, valores com diferentes superíndices na mesma linha diferem estatisticamente p<0.05 

Figura 7. Citograma de amostra controlo 

corada com YO-PRO-1 e Homodimero de 

etidio-1, ao tempo 2 (3h). (E1) População de 

mortos, ou seja, Eth+. (E2) População sujeita a 

fenómeno apoptótico recente, YO-PRO+/Eth+. 

(E3) População de vivos. (E4) População de 

permeabilidade de membrana alterada (YO-

PRO+). 

 

Figura 8. Citograma de amostra incubada com 

1μM de melatonina, corada com YO-PRO-1 e 

Homodimero de etidio-1, ao tempo 2 (3h). 

(E1) População de mortos, ou seja, Eth+. (E2) 

População sujeita a fenómeno apoptótico 

recente, YO-PRO+/Eth+. (E3) População de 

vivos. (E4) População de permeabilidade de 

membrana alterada (YO-PRO+). 

Os valores de desorganização membranar, detectados pela Merocianina 540, mantiveram-se 

aproximadamente iguais. Porém, foram identificadas ligeiras diferenças tanto ao tempo 1 

horas e apenas para a concentração 200pM, onde ocorreu um aumento na população com alta 

intensidade de M540, como ao tempo 2, para a concentração de 50pM, onde se detectou um 

aumento na mesma população (tabelas 5 e 6). Estes dados podem ser confirmados pela 
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observação das figuras 9 e 10, onde se detecta claramento o aumento na população com alta 

desorganização membranar, na amostra incubada com 50pM de melatonina. 

Os resultados obtidos sugerem que a desorganização membranar não constitui um fenómeno 

constante, ou que a melatonina não actua de forma uniforme, e que, em qualquer um dos 

casos, a adição desta hormona ao meio favorece de alguma forma a ocorrência deste 

fenómeno. 

Contudo, os valores provenientes da utilização desta sonda não constituem uma fonte exacta 

de determinação do estado de capacitação, dado que está demonstrado que este fenómeno é 

altamente dependente da presença de bicarbonato no meio (Rathi, et al., 2001), assim como de 

cálcio, substâncias não utilizadas nesta experiência. 

 

Tabela 5. Médias dos valores de desorganização lipídica membranar ao tempo 1 (0h). Mero-Low: 

espermatozóides com pouca alteração membranar, com baixa fluorescência laranja, Mero-High: 

espermatozóides com membrana altamente desordenada e fluorescência laranja, Dead: 

espermatozóides mortos corados com SYTOX green e fluorescência verde. (n= 4 garanhões, 3 

ejaculados cada, médias±S.D). 

  Controlo 50pM 100pM 200pM 1μΜ 

Mero-Low 42,9±2,68
a
 39,2±2,68 35,6±2,68 30,9±2,68

b
 36,5±2,68 

Mero-High 34,3±2,77
a
 39,6±2,77 42,1±2,77 47,1±2,77

b
 42,8±2,77 

Dead 23,3±1,90 21,6±1,90 22,7±1,90 22,6±1,90 21,2±1,90 

a-b, valores com diferentes superíndices na mesma linha diferem estatisticamente p<0.05 

Tabela 6. Médias dos valores de desorganização lipídica membranar ao tempo 2 (3h). Mero-Low: 

espermatozóides com pouca alteração membranar, com baixa fluorescência laranja, Mero-High: 

espermatozóides com membrana altamente desordenada e fluorescência laranja, Dead: 

espermatozóides mortos corados com SYTOX green e fluorescência verde. (n= 4 garanhões, 3 

ejaculados cada, médias±S.D).   

  Controlo 50pM 100pM 200pM 1μΜ 

Mero-Low 44,5±2,41
a
 35,6±2,41

b
 38,5±2,27 38,0±2,27 39,1±2,27 

Mero-High 31,5±3,16
a
 40,7±3,16

b
 34,7±2,98 35,2±2,98 36,6±2,98 

Dead 24,4±2,01 24,1±2,01 27,2±1,89 26,8±1,89 24,8±1,89 

a-b, valores com diferentes superíndices na mesma linha diferem estatisticamente p<0.05 
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Figura 9. Citograma de amostra controlo 

corada com M540 e SYTOX Green, ao tempo 2 

(3h). Identificação de três populações: (LM) 

baixa intensidade de merocianina. (HM) alta 

intensidade de merocianina. (dead) alta 

intensidade de SYTOX Green. 

 

Figura 10. Citograma de amostra incubada 

com 50pM de melatonina, corada com M540 

e SYTOX Green, ao tempo 2 (3h). Identificação 

de três populações: (LM) baixa intensidade de 

merocianina. (HM) alta intensidade de 

merocianina. (dead) alta intensidade de 

SYTOX Green. 

Tabela 7. Médias dos valores de peroxidação lipídica espermática ao tempo 1 (0h). BODIPY-E2: 

espermatozóides com alguma peroxidação lipídica e fluorescência verde, BODIPY-E4: 

espermatozóides com elevada peroxidação lipídica e acentuada fluorescência verde. (n= 4 garanhões, 

3 ejaculados cada, médias±S.D). 

  Controlo 50pM 100pM 200pM 1μM 

BODYPY-E2 7,7±0,52
a
 5,9±0,52 4,9±0,52 4,1±0,52

b
 3,7±0,52

b 

BODIPY-E4 14,6±1,14
a
 7,1±1,14 4,7±1,14 2,8±1,14

b
 2,6±1,14

b 

a-b, valores com diferentes superíndices na mesma linha diferem estatisticamente p<0.05 

 

Tabela 8. Médias dos valores de peroxidação lipídica espermática ao tempo 2 (3h). BODIPY-E2: 

espermatozóides com alguma peroxidação lipídica e fluorescência verde, BODIPY-E4: 

espermatozóides com elevada peroxidação lipídica e acentuada fluorescência verde. (n= 4 garanhões, 

3 ejaculados cada, médias±S.D). 

  Controlo 50pM 100pM 200pM 1μΜ 

BODIPY-E2 9,5±0,71
a
 7,1±0,71

b
 5,9±0,71

b
 5,8±0,71

b
 5,2±0,71

b
 

BODIPY-E4 22,4±1,37
a
 12,0±1,37

c
 8,3±1,37

c
 7,1±1,37

c
 5,3±1,37

c
 

a-b, valores com diferentes superíndices na mesma linha diferem estatisticamente p<0.05 

a-c, valores com diferentes superíndices na mesma linha diferem estatisticamente p<0.01 
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Como se pode confirmar nas figuras 11 e 12, a peroxidação lipídica consistiu no parâmetro 

cujos valores sofreram maior variação. Tanto em ambos os tempos de incubação (zero e três 

horas de incubação), como em ambas as populações (BODIPY-E2 e BODIPY-E4), foi claro 

um aumento da peroxidação nas amostras control, contrastante com uma diminuição 

significativa na peroxidação das amostras incubadas com melatonina. Contudo, ao tempo 1 

(tabela 7) apenas as concentrações mais elevadas de hormona foram efectivas na redução da 

peroxidação, enquanto que ao tempo 2 (tabela 8), todas as concentrações exerceram efeito. 

Esta alteração também pode ser confirmada por comparação das figuras 13 e 14, em que se 

constata uma clara diminuição da população (E4), quando se introduz a melatonina no meio. 

O aumento das diferenças detectadas ocorre proporcionalmente ao aumento do tempo de 

incubação, assim como ao aumento da quantidade de melatonina na amostra, indiciando esta 

substância como uma potente protectora da peroxidação e do stress oxidativo em 

espermatozóides. 

 

Figura 11. Espermatozóides provenientes de uma amostra controlo corada com C11-BODIPY
581/591

. 

Pode observar-se a destacada fluorescência verde, mais intensa na peça intermédia, resultante da 

peroxidação lipídica. Imagem obtida por microscopio confocal Bio-Rad MRC com apliação de 60x. 

 

 

Figura 12. Espermatozóides provenientes de uma amostra incubada com 1μM de melatonina corada 

com C11-BODIPY
581/591

. Fluorescência verde indicativa de uma reduzida peroxidação lipídica. 

Imagem obtida por microscopio confocal Bio-Rad MRC com apliação de 60x. 
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Figura 13. Citograma de amostra controlo 

corada com C11-BODIPY
581/591

, ao tempo 2 

(3h). Fluorescência vermelha (PI) e verde 

(YO-PRO-1). Distinção entre três populações: 

(E1) espermatozóides não peroxidados. (E2) 

espermatozóides ligeiramente peroxidados. 

(E4) células muito peróxidadas.   

 

Figura 14. Citograma de amostra incubada 

com 1μM de melatonina, corada com C11-

BODIPY
581/591

, ao tempo 2 (3h). Fluorescência 

vermelha (PI) e verde (YO-PRO-1). Distinção 

entre três populações: (E1) espermatozóides 

não peroxidados. (E2) espermatozóides 

ligeiramente peroxidados. (E4) células muito 

peróxidadas.  

Quanto ao potencial de membrana mitocondrial, embora não fossem detectadas variações ao 

tempo 1, ocorreram diferenças entre os valores de potencial de membrana mitocondrial, 

detectados nas amostras incubadas durante 3h com 1μM de melatonina. A população 

heterogénea, ou seja, com mitocôndrias de alto e baixo potencial, aumentou no caso da 

amostra incubada com 1μM, isto ao tempo 2 (tabela 10), enquanto que a população de baixo 

potencial mitocondrial sofreu uma diminuição na mesma amostra, indicando um efeito 

protector da concentração mais elevada. Na população de alto potencial não se detectaram 

alterações, embora reduza de forma geral após incubação prolongada (tabelas 9 e 10). Por 

análise das figuras 15 e 16 podemos também constatar este efeito, sendo que após incubação 

durante três horas, ocorre uma diminuição na população de baixo potencial (F) e um aumento 

na população mista (I). 

 

Tabela 9. Médias dos valores de potêncial de membrana mitocondrial ao tempo 1 (0h). Orange: 

espermatozóides com alto potencial de membrana e fluorescência laranja, Orange+Green: células com 

mitocôndrias heterogéneas, com alto e baixo potencial mitocondrial no mesmo espermatozóide, 

Green: espermatozóides com baixo potencial de membrana e fluorescência verde. (n= 4 garanhões, 3 

ejaculados cada, médias±S.D). 
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Tabela 9. (continuação) 

  Controlo 50pM 100pM 200pM 1μΜ 

Orange 19,4±4,16 21,5±4,16 18,7±4,30 20,9±4,16 21,9±4,16 

Orange+Green 41,0±4,60 43,4±4,60 46,0±4,75 41,9±4,60 42,9±4,60 

Green 39,5±5,33 35,0±5,33 35,2±5,50 37,2±5,33 35,1±5,33 

 

Tabela 10. Médias dos valores de potêncial de membrana mitocondrial ao tempo 2 (3h). Orange: 

espermatozóides com alto potencial de membrana e fluorescência laranja, Orange+Green: células com 

mitocôndrias heterogéneas, com alto e baixo potencial mitocondrial no mesmo espermatozóide, 

Green: espermatozóides com baixo potencial de membrana e fluorescência verde. (n= 4 garanhões, 3 

ejaculados cada, médias±S.D). 

  Controlo 50pM 100pM 200pM 1μM 

Orange 13,2±3,32 10,3±3,32 12,6±3,32 13,8±3,32 13,4±3,32 

Orange+Green 44,3±2,32
a
 45,0±2,32 43,3±2,32 44,9±2,32 52,7±2,32

b
 

Green 42,5±3,79
a 

44,6±3,79 44,0±3,79 41,1±3,79 33,8±3,79
b
 

a-b, valores com diferentes superíndices na mesma linha diferem estatisticamente p<0.05 

 

Figura 15. Citograma de amostra controlo corada com JC-1, ao tempo 2 (3h). Detecção de 

fluorescência verde (green) e laranja (orange). Distinção entre três populações: (H) alto potencial de 

membrana. (I) potencial intermédio de membrana. (F) baixo potencial. 
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Figura 16. Citograma de amostra incubada com 1μM de melatonina, corada com JC-1, ao tempo 2 

(3h). Detecção de fluorescência verde (green) e laranja (orange). Distinção entre três populações: (H) 

alto potencial de membrana. (I) potencial intermédio de membrana. (F) baixo potencial. 

 

Foram encontradas diferenças significativas entre os quatro indivíduos (não apresentadas) em 

todos os parâmetros espermáticos analisados (dados não expostos). Por esta razão, os gráficos 

de citómetro apresentados não podem ser considerados como representativos dos resultados 

globais, senão apenas exemplificativos de alguns dos valores obtidos. 

 

11. Discussão 

A análise dos dados obtidos permite concluir que em termos de parâmetros cinéticos não 

ocorreram alterações, após introdução de melatonina no meio e incubação prolongada. Foi 

recentemente efectuada uma avaliação semelhante em sémen humano, comparando os valores 

dos controlos com os de amostras submetidas a uma concentração de melatonina de 1mM, 30 

minutos antes da exposição a dois agentes oxidantes: um agonista mobilizador de cálcio e 

peróxido de oxigénio, com posterior detecção de vários valores, entre eles a produção de 

espécies reactivas de oxigénio nas mitocondrias e viabilidade celular. Em todas as provas 

realizadas, a incubação com melatonina melhorou os parâmetros medidos, apesar de esta 

melhoria não se verificar em células não submetidas ao contacto prévio com as espécies 

oxidantes. Confirmou-se pela primeira vez com este trabalho o papel protector da melatonina 

contra o stress oxidativo e apoptose em espermatozóides humanos, consequência directa ou 

indirecta da sua acção quelante de radicais livres (Espino, et al., 2010). Comparando estes 

resultados com os do trabalho realizado (tabelas 1 e 2), para além da utilização de outra 

espécie, considera-se que a principal diferença se deve ao facto de não se terem exposto as 

amostras a nenhum tipo de estímulo oxidativo adicional, pelo qual os resultados podem não 
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ter revelado uma correlação tão inequívoca como os obtidos por esta equipa. Ainda assim, a 

detecção de uma diminuição significativa na população celular que sofreu uma apoptose 

recente (YO-PRO+/Eth+), associada ao relativo aumento de células mortas (Eth+), permite 

considerar um efeito subtil da melatonina como protectora da apoptose celular, podendo 

considerar-se que esta hormona antioxidante não actua sobre as células cujo processo 

apoptótico é já decorrente, mas bloqueia de certa forma início deste processo e o aumento da 

permeabilidade de membrana (tabelas 3 e 4).  

Um estudo idêntico em espermatozóides de ovino (Casao, et al., 2010), submeteram-se as 

células a concentrações de melatonina de 1μM, 10nM e 100pM, e efectuaram-se análises de 

motilidade às zero, uma e três horas de incubação, através do programa informático CASA; e 

citométricas, para avaliação da viabilidade, por integridade da membrana plasmática, estado 

de capacitação, detecção da translocação membranária de fosfatidilserina e ainda avaliação da 

fertilidade por processo de fertilização in vitro. Na análise dos resultados obtidos, concluiu-se 

que não ocorreram alterações na motilidade e viabilidade espermática, dados relativamente 

concordantes com os obtidos no trabalho realizado. Em termos de desorganização de 

membrana, 1μM de melatonina diminuiu a proporção de células com membrana alterada, 

enquanto que 100pM aumentou este valor. Neste caso, comparando com o trabalho realizado, 

tanto a concentração 50pM como a de 200pM, respectivamente às zero e três horas, foram 

favorecedoras deste processo, não se detectando qualquer alteração com a concentração 1μM. 

Esta diferença pode dever-se ao facto de não ter sido utilizado qualquer meio capacitante, pelo 

que este processo não sofreu uma análise em condições fisiológicas. De qualquer das formas, 

pode considerar-se que concentrações relativamente baixas de melatonina, como sendo 50 e 

200pM, favorecem a desorganização membranar.  Quanto ao estado apoptótico, no trabalho 

de (Casao, et al., 2010), detectou-se um aumento de espermatozóides alterados e mortos com 

a exposição a 100pM ao tempo zero horas, e uma diminuição destes após três horas de 

exposição a 1μM de melatonina, sendo que concentrações inferiores foram incapazes de 

exercer este efeito protector. No trabalho realizado, a viabilidade espermática apenas sofreu 

uma variação na população de células que sofreram apoptose recente, não se estabelecendo 

uma relação inequívoca entre estes dois factores. 

A actividade anti-apoptótica da melatonina foi comprovada também em outras células por 

(Choi, et al., 2008), remetendo para a capacidade de neutralização directa de um elevado 

numero de radicais livres tóxicos (Peyrot, Houee-Levin, & Ducrocq, 2006) e aumento da 

expressão genética das enzimas antioxidantes (Reiter, et al., 2000). 
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Quanto aos valores de fertilização in vitro no trabalho de (Casao, et al., 2010), em carneiros, 

foram as amostras submetidas a menores concentrações de melatonina que obtiveram os 

melhores resultados, sendo a concentração 100pM significativamente mais vantajosa que a de 

1μM. Isto pode dever-se ao facto de uma menor concentração provocar um aumento de 

células capacitadas, permitindo uma fertilização precoce. Fujinoki e a sua equipa (2008), 

comprovaram este efeito da melatonina sobre a capacitação e hiperactivação espermática, 

obtendo os melhores resultados com a concentração 1nM, em espermatozóides de hamster. 

Isto pode associar-se a uma elevada concentração fisiológica de melatonina no tracto 

reprodutivo feminino, e especificamente no fluído folicular, interveniente na aceleração destes 

processos. No trabalho efectuado por (Ronnberg, Kauppila, Leppaluoto, Martikainen, & 

Vakkuri, 1990), já tinha sido comprovado este dado, pela detecção de concentrações mais 

elevadas de melatonina em fluido pré-ovulatorio folicular humano, quando comparadas com a 

concentração sérica. 

Contudo, o efeito inibitório de uma dose mais elevada de melatonina (1μM) na capacitação 

pode ser contrariado pelo efeito capacitante da adição ao meio de fertilização de soro de 

ovelha em estro e/ou heparina e hipotaurina (Casao, et al., 2010). Estes dados são 

parcialmente coincidentes com os resultados obtidos no trabalho realizado, dado que apenas 

em duas das concentrações utilizadas (50 e 200pM) a melatonina exerceu um efeito 

potenciador da desorganização membranar e possivelmente capacitação, apesar de este variar 

consoante o tempo de incubação. Mais uma vez, o facto de não ter sido utilizado qualquer 

meio capacitante impede a correcta comparação destes dados com os obtidos em outros 

trabalhos. 

Para poderem ser hiperactivados, os espermatozóides de hamster necessitam cálcio 

extracelular e albumina. Dado que a melatonina aumenta significativamente a hiperactivação 

nestas condições, pode concluir-se que esta hormona é reguladora desta função. Isto pode 

dever-se à propriedade da melatonina de diminuição da produção de AMP cíclico e de óxido 

nítrico nas células e tecidos (Frungieri, et al., 2005). Dado que o movimento flagelar 

espermático é dependente do AMP cíclico, e uma baixa concentração de óxido nítrico tem 

uma influência positiva na capacitação (apesar da acção nefasta de grandes quantidades) 

(Agarwal, Makker, & Sharma, 2008), podemos concluir que a melatonina diminui a 

quantidade de óxido nítrico, modulando a capacitação espermática. No trabalho realizado 

apenas as concentrações de 50pM e 200pM pareceram ter influência marcada sobre a 

desorganização lipídica na membrana, não parecendo ocorrer qualquer diminuição desta com 
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a adição de uma concentração mais elevada.  

O efeito duplo da melatonina na capacitação pode ainda ser explicado pela sua capacidade 

como antioxidante: doses reduzidas desta hormona poderão melhorar a capacitação por 

diminuição de radicais livres e espécies reactivas de oxigénio (Tamura, et al., 2008), 

permitindo que algumas destas substâncias continuem a actuar como mensageiros secundários 

(de Lamirande & Gagnon, 1993), enquanto que doses elevadas impedem a capacitação por 

remoção de todos os agentes oxidantes, assim como antioxidantes como a superóxido 

dismutase e a catalase (Drevet, 2006). A acção bloqueadora da capacitação detectada pode 

ainda ser explicada por ligação da melatonina à proteína intracelular calmodulina, como 

descrito por (Bendahmane, Lynch, & Tulsiani, 2001; Tulsiani, Zeng, & Abou-Haila, 2007). 

Espermatozóides capacitados exibem a reacção acrossómica e hiperactivação, sendo que está 

comprovado que a progesterona, o factor de crescimento da zona pelúcida e a serotonina 

favorecem a reacção acrossómica. No estudo de Fujinoki (2008), concluiu-se adicionalmente 

que a hiperactivação espermática no tracto reprodutor feminino está provavelmente 

dependente da melatonina produzida e secretada pelos ovários. Neste estudo concluiu-se que a 

melatonina em concentrações de 1pM a 1μM aumenta a hiperactivação mas não a motilidade 

espermática. 

A peroxidação dos ácidos gordos polinsaturados da membrana lipídica é considerado um dos 

mecanismos que impede a função espermática (Aitken, Clarkson, & Fishel, 1989). O alto 

conteúdo em ácidos gordos deste tipo na membrana espermática é necessário para uma 

adequada fluidez e consequente motilidade, integridade estrutural e ainda permitir a correcta 

fusão de membranas, indispensável à fertilização. Como explicado anteriormente, a elevada 

susceptibilidade dos espermatozóides à oxidação reside principalmente na elevada quantidade 

deste tipo de ácidos gordos, que constituem um alvo fácil das espécies reactivas de oxigénio, 

resultando numa diminuição da motilidade espermática, presumivelmente por uma perda 

rápida de ATP intracelular, o que danifica o axonema (de Lamirande & Gagnon, 1993), assim 

como um aumento nos defeitos morfológicos da peça intermédia, afectando a capacitação 

espermática e a reacção do acrossoma (Rao & Gangadharan, 2008).  

No trabalho realizado foi a peroxidação lipídica o parâmetro mais afectado pela acção 

antioxidante da melatonina. Enquanto que na primeira medição, o efeito apenas se detectou 

nas amostras incubadas com 200pM e 1μM, às três horas este efeito foi significativo em todas 

as amostras incubadas com melatonina, sendo mais acentuado consoante maior a 

concentração de hormona.  
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(Baumber, et al., 2000), comprovou a produção de peróxido de hidrogénio e anião superóxido 

pelos espermatozóides equinos, em condições de elevado stress oxidativo,  que têm como 

consequência a redução da motilidade mas não da viabilidade ou integridade acrossómica. O 

facto de não ter sido detectada uma maior peroxidação lipídica ou uma dimunuição no 

potencial de membrana mitocondrial (associado com a síntese de ATP, transporte de proteínas 

e metabolitos e homeostase do cálcio), surgiu como argumento de que a motilidade é o 

melhor indicador para o estado de oxidação destas células. Contudo, no trabalho realizado, 

não foram detectadas quaisquer alterações significativas na cinética espermática, apesar da 

marcada redução na peroxidação lipídica membranar. Esta constatação pode surgir como 

indício de que a motilidade e peroxidação são afectadas por um mecanismo diferente ou ainda 

que a melatonina não exerce um efeito declarado sobre a cinética espermática.  

Por comparação entre as figuras 11 e 12 pode constatar-se que a produção de espécies 

reactivas de oxigénio e consequente peroxidação lipídica se dá principalmente na peça 

intermédia, ou seja, onde se concentram as mitocôndrias, e que o efeito protector da 

melatonina se exerce sobre esta área. Este dado é coincidente com o trabalho desenvolvido 

por Koppers e a sua equipa (2008). 

Quanto ao potencial de membrana mitocondrial, as ligeiras diferenças detectadas, apenas ao 

tempo três horas, são principalmente significativas nas amostras incubadas com a 

concentração mais elevada de melatonina, ocorrendo uma clara diminuição da população de 

mitocondrias com baixo potencial de membrana, e um aumento na população mista, ou seja, 

com baixo e alto potencial. Este papel protector da melatonina sobre a funcionabilidade 

mitocondrial é consistente com o estudo elaborado por (Brown, 1992), que estabeleceu uma 

relação entre o efeito das espécies oxidativas sobre a respiração mitocondrial e o potencial 

efeito quelante da melatonina sobre estas espécies. O trabalho desenvolvido por Reiter e 

colegas (2007) também justifica este efeito, dado que esta equipa confirmou esta indolamina 

como quelante de radicais livres, estimulante e sinérgica de enzimas antioxidantes e 

possuidora de um papel activo na redução da fuga de electrões da cadeia de transporte 

mitocondrial.  

 

12. Conclusão 

Desde 1993, quando foi descoberta a função de quelante de radicais livres da melatonina, têm 

sido realizados inumeros projectos de investigação a este respeito. Unanimemente, esta 

hormona é considerada como quelante de radicais livres tanto de oxigénio como de 
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nitrogénio, em várias organelas subcelulares, funcionando ainda como estimulante de enzimas 

antioxidantes. Esta capacidade expressa-se por todo o organismo, não sendo o aparelho 

reprodutivo uma excepção.  

As propriedades da melatonina  como antioxidante estão demonstradas e, por isso, convertem-

na numa molécula eficiente na protecção de macro-moléculas celulares da oxidação. Por 

exemplo, 2mM reduzem em 70% os efeitos nefastos causados por radiação ionizante ao DNA, 

enquanto que para obter o mesmo efeito se necessita 1M de DMSO (Sarabia, et al., 2009). 

No caso das células espermáticas, o seu elevado valor biológico e complexa estrutura e 

funcionabilidade tornam-nas num objecto importante de pesquisa, no que diz respeito ao 

stress oxidativo.  

Em estudos anteriores foi já constatado o facto de que as espécies reactivas de oxigénio são 

mediadoras importantes da função espermática, estando envolvidas na indução e 

desenvolvimento da hiperactivação, capacitação e reacção do acrossoma. Contudo, a sua 

produção excessiva resulta em peroxidação lipídica e alterações na membrana, levando à 

diminuição de motilidade (Rao & Gangadharan, 2008), inactivação das enzimas glucolíticas e 

ataque das membranas acrossómicas, tendo ainda como consequência a oxidação do DNA, e 

impedimento de uma correcta fertilização (Gil-Guzman, et al., 2001).  

Neste trabalho, a melatonina provou mais uma vez ser um potente antioxidante, especialmente 

no que diz respeito à prevenção da peroxidação lipídica ocorrente na peça intermédia do 

espermatozóide, para além de terem sido detectados outras consequências menos 

significativas. 

Apesar do efeito protector desta indolamina, o seu efeito não se encontra ainda clarificado na 

maioria dos casos, razão pela qual futuros trabalhos são necessários nesta área.  
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