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Resumo 
 

O DNA espermático possui papel essencial na reprodução, visto que danos no material genético podem 
prejudicar os processos de fecundação e desenvolvimento embrionário. Ademais, há evidências de que danos ao 
DNA podem ser causados por alterações epigenéticas. Entretanto, embora ainda não seja aplicada nas avaliações 
andrológicas de rotina, faz-se essencial a avaliação do status de integridade do DNA espermático. Existem 
diversas técnicas de avaliação com diferentes princípios e objetivos. A aplicação destas irá depender dos 
equipamentos disponíveis, do treinamento da equipe e das respostas a serem obtidas. Ainda, para a interpretação 
dos resultados obtidos, é necessário o conhecimento do princípio de análise de cada técnica. Assim, a presente 
revisão, dividida em duas partes, tem por objetivo abordar diferentes técnicas de avaliação. As técnicas 
abordadas na parte 1 estão relacionadas às avaliações de compactação da cromatina (azul de toluidina, azul de 
anilina e cromomicina A3) e à avaliação direta da fragmentação de DNA (ensaio Cometa e teste de dispersão da 
cromatina modificado). Na parte 2, serão abordadas as técnicas de TUNEL, laranja de acridina e “Sperm 
Chromatin Structure Assay” (SCSA). Nesta revisão, serão abordados os princípios dos testes e a interpretação 
dos resultados baseados na literatura e nas pesquisas do grupo. 
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Abstract 
 

Sperm DNA has an important role on reproduction. Injuries in genetic material can impair the 
fertilization processes and embryonic development. Furthermore, there is evidence that DNA damage can be 
caused by epigenetic alterations. Although DNA evaluation in sperm analysis routine assessments is essential, it 
is not yet performed. There are numerous techniques of DNA evaluation with different principles and objectives. 
Application of these techniques will depend on the equipment available, the staff training and answers to be 
required. To interpret the results, however, knowledge of each analysis technique is required. Therefore, this 
review, divided in two parts, aims to consider different techniques. The techniques that will be considered 
throughout the first part of review are: toluidine blue, aniline blue, A3 chromomycyn, Comet assay and 
dispersion test of modified chromatin. In the second part, it will be approached TUNEL, acridine orange and 
Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) techniques. We will discuss the testes and the main results based on 
literature and researches of our group. 
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Introdução 
 

O potencial de fertilidade do macho pode ser determinado com base na análise do sêmen, por meio de 
um conjunto de avaliações, entre elas estão as avaliações de motilidade, morfologia, atividade metabólica e 
integridade das membranas espermáticas (Arruda et al., 2011; Celeghini et al., 2007; Oliveira et al., 2014). No 
entanto, essas avaliações, feitas de maneira isolada, são ineficientes em predizer a fertilidade. Nesse contexto, 
destaca-se o DNA, importante para a fecundação e o desenvolvimento embrionário e responsável pela 
transmissão das informações genéticas paternas.  
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A avaliação do DNA espermático pode ser feita por diversas técnicas: azul de toluidina, azul de anilina, 
cromomicina A3, ensaio Cometa, teste de dispersão da cromatina modificado, TUNEL, laranja de acridina e 
SCSA (Sperm Chromatin Struture Assay). Entretanto, estas não são rotineiramente empregadas devido ao alto 
custo, à laboriosidade exigida pelos testes e ao desconhecimento do funcionamento delas. Dessa forma, esta 
revisão, dividida em duas partes, compila os principais testes de avaliação do DNA espermático: desde os testes 
mais simples até os mais sofisticados. Na revisão, serão abordados os princípios dos testes, os resultados obtidos 
e as interpretações deles, com a finalidade de tornar mais acessível a aplicação dessas técnicas nas avaliações 
espermáticas de rotina. 

 
Técnicas de avaliação da compactação do DNA espermático 

 
O DNA espermático, diferentemente do DNA de células somáticas, está ligado a proteínas chamadas 

protaminas. A substituição das histonas por protaminas ocorre durante o processo de protaminação. Neste, são 
formadas estruturas denominadas toroides, que permitem que o DNA espermático alcance compactação 10 vezes 
maior do que o DNA de uma célula somática (Miller et al., 2010). No entanto, a deficiência de protaminas faz 
com que o DNA fique mais susceptível à fragmentação (De Iuliis et al., 2009). Existem técnicas que avaliam o 
processo de protaminação, entre elas estão o azul de toluidina, o azul de anilina e a cromomicina A3, que são 
abordadas a seguir. 

 
Técnica de azul de toluidina (AT) 
 

A técnica de azul de toluidina (AT), também chamada de metacromasia induzida, é bastante antiga, 
sendo relatada por Mello no ano de 1982. Possui a vantagem de ser uma técnica simples, sensível e prática 
(Erenpreiss et al., 2001). Esta se baseia na susceptibilidade dos grupos fosfatos livres de DNA espermático e não 
ligados a protaminas em se ligarem aos corantes básicos (Shamsi et al., 2011). Assim, quanto mais grupos 
fosfatos livres, mais corado ficará o DNA: espermatozoides corados em azul-claro têm condensação normal da 
cromatina; a variação de azul-claro para azul-escuro denota aqueles que são moderadamente descondensados; de 
azul-escuro até violeta, aqueles altamente descondensados, como mostrado na Fig. 1 (Beletti et al., 2005; Florez-
Rodriguez, 2013; Florez-Rodriguez et al., 2014).  

 

 
 

Figura 1. Espermatozoides equinos corados com o azul de toluidina. Em A está indicada célula com cromatina 
normal, em B as células com cromatina moderadamente descondensada e em C célula com cromatina altamente 
descondensada (Florez-Rodriguez, 2014). 
 

Em espermatozoides humanos, o AT tem sido usado como um teste sensível para análise de DNA (Kim 
et al., 2013). Em touros, a avaliação da cromatina espermática pelo AT também tem apresentado relação com a 
fertilidade (Oliveira et al., 2012). Em lhamas, a técnica de AT mostrou susceptibilidade dos espermatozoides à 
refrigeração (Carretero et al., 2011). A técnica para espermatozoides caprinos é confiável, apresentando-se mais 
sensível que a técnica de laranja de acridina. Já para espermatozoides ovinos, em razão de apresentarem 
repetitividade muito baixa, a técnica não é indicada (Kamimura et al., 2010). O AT também foi aplicado em 
espermatozoides de coelhos (Beletti e Mello, 2004) e galos (Rodrigues et al., 2009). Em equinos, alterações na 
cromatina espermática avaliadas pelo AT foram de 6,18% e correlacionaram-se com anormalidades espermáticas 
totais, defeitos de acrossomo, cabeça piriforme e com os resultados do laranja de acridina (Naves et al., 2004). 
Em trabalho realizado pelo grupo, após o processo de refrigeração, a taxa de espermatozoides com alterações na 
cromatina espermática foi semelhante às avaliadas por Naves et al. (2004) (Florez-Rodriguez et al., 2014). Ainda 
nesta espécie, o AT mostrou que há aumento significativo na descondensação da cromatina de espermatozoides 
após o processo de criopreservação (Sardoy et al., 2008).  
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Por avaliar em tons de azul, a técnica apresenta-se subjetiva. Para contornar essa limitação, Beletti et al. 
(2005) desenvolveram um software que avalia os esfregaços corados com AT, tornando a avaliação mais 
objetiva. No entanto, apesar de ter muitos estudos com a técnica em diferentes espécies de animais domésticos, o 
AT ainda é pouco utilizado pelos profissionais de campo (Kamimura et al., 2010).  

 
Técnica de azul de anilina (AA) 
 

O azul de anilina (AA), descrito por Terquem e Dadoune (1983), é um método de coloração capaz de 
evidenciar a persistência das histonas no DNA espermático. Essa técnica é simples, barata e requer um 
microscópio de luz. O AA é um corante ácido que tem alta permeabilidade e afinidade para o aminoácido lisina. 
Esses aminoácidos estão presentes nas histonas. Espermatozoides não corados são considerados com pouca 
quantidade de histonas, enquanto espermatozoides parcialmente ou totalmente corados estão associados com 
deficiência no processo de protaminação (Shamsi et al., 2011). 

Há poucos relatos na literatura com o uso desse teste em animais. Em amostras espermáticas com alta e 
baixa qualidade e congelabilidade de bovinos e bubalinos, a persistência de histonas detectada pelo teste foi 
menor que 10%. Embora tenha sido detectada diferença entre as amostras de qualidade e congelabilidade 
distintas pelo ensaio Cometa, não foi observado o mesmo fato pelo AA (Mukhopadhyay et al., 2011). Entretanto, 
o AA apresentou alta correlação negativa (r=-0.90) com a fertilidade em touros (Oliveira et al., 2013). Dessa 
forma e ainda por ser uma técnica rápida e de baixo custo, o AA, assim como o AT, tem grande potencial em se 
tornar um procedimento de rotina para avaliação dos defeitos da cromatina.  

 
Técnica da cromomicina A3 (CMA3) 
 

O CMA3 liga-se reversivelmente aos pares de base guanina-citosina ocorrendo competição pelos 
mesmos sítios de ligação que as protaminas. Assim, quanto mais sítios livres, mais o CMA3 se ligará e corará a 
amostra, como mostrado na Fig. 2. Portanto, a técnica identifica aqueles espermatozoides que possuem 
persistência das histonas no DNA (Bianchi et al., 1993; Manicardi et al., 1995; Shamsi et al., 2011). 

 

 
 
Figura 2. Espermatozoides bovinos corados com Hoescht 33342 e cromomicina A3 (CMA3). Em A, estão as 
células coradas com Hoescht 33342 para contagem do número total de células; em B, as células coradas com 
cromomicina A3, apresentando somente uma com persistência de histonas (Imagens cedidas gentilmente pela 
Profª. Drª. Renata Simões, da Universidade Federal do ABC). 

 
O CMA3 emite fluorescência e, por muito tempo, foi utilizado por meio da microscopia de 

fluorescência (Franken et al., 1999). Pelo aumento da importância e pela maior aplicação da técnica, esta foi 
validada para a citometria de fluxo e aprimorada, sendo então utilizada combinada ao iodeto de propídio, o que 
permitiu a exclusão dos corpos apoptóticos (Tavalaee et al., 2010; Fathi et al., 2011).  

São encontrados poucos estudos que utilizam essa técnica em espermatozoides de animais domésticos. 
Em espermatozoides de touros da raça Nelore, foi notado que estes não apresentavam problemas de falhas da 
protaminação (Simões et al., 2009). Ainda em touros, o CMA3 apresentou associação com o SCSA (Fortes et al., 
2014). Em carneiros, baixas taxas de prenhez foram associadas com 4 a 9% de espermatozoides positivos ao 
CMA3 (Khalifa e Lymberopoulos, 2013). Dessa forma, mais estudos se fazem necessários para estabelecer a 
importância do CMA3 nas avaliações espermáticas dos animais domésticos. Acreditamos que, em casos de 
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disfunção da espermatogênese que provoquem a diminuição da fertilidade ou até mesmo a infertilidade, tal como 
ocorre na degeneração testicular, a avaliação espermática com CMA3 tenha grande relevância. 

 
Técnicas de avaliação direta da fragmentação de DNA espermático 

 
As técnicas de avaliação direta da fragmentação do DNA espermático possuem grande importância, 

uma vez que verificam a fragmentação de DNA já presente no espermatozoide. Essas técnicas podem ser 
divididas em dois grupos: 1) fundamentado na prévia lise das membranas plasmática e nuclear com o objetivo de 
expor o DNA e realizar a marcação deste com sondas fluorescentes ou corantes (Donnelly et al., 2000); 2) 
fundamento na adição de nucleotídeos modificados e marcados com moléculas fluorescentes às fitas de DNA 
fragmentadas (Krayevsky et al., 2000). 

O ensaio Cometa e o teste de dispersão da cromatina (SCD) modificado ou não são as técnicas mais 
conhecidas do primeiro grupo (Donnelly et al., 2000; Enciso et al., 2006). Neste grupo existe também a técnica 
com a sonda laranja de acridina que, com o SCSA e com a técnica de TUNEL, pertencente ao segundo grupo, 
será abordada na segunda parte desta revisão.  
 
Ensaio cometa 
 

O ensaio Cometa consiste basicamente na fixação das células espermáticas em gel de agarose e na 
submissão dessas células a soluções de lise, cujo objetivo é levar ao rompimento das membranas plasmática e 
nuclear e à exposição do DNA. As lâminas com os espermatozoides fixados e com o DNA disperso são 
colocadas em câmaras de eletroforese e submetidas a cargas. O DNA irá correr em direção a um dos polos e 
formará uma cauda, como mostrado na Fig. 3. Quanto mais DNA fragmentado, maior será a cauda formada, o 
que lembra um cometa e dá o nome à técnica (Donnelly et al., 2000). 
 
 

 
Figura 3. Espermatozoides bovinos submetidos ao ensaio Cometa Alcalino. Em A, células com núcleo bem 
corado e com halo ao redor do núcleo indicando pouca fragmentação de DNA. Em B, células com núcleo corado 
e pequena formação de cauda de Cometa indicando leve fragmentação do DNA. Em C, células com núcleo 
corado e cauda de Cometa bem evidente indicando moderada fragmentação do DNA. Em D, células com núcleo 
fracamente corado e com cauda de Cometa bem evidente indicando intensa fragmentação do DNA (Simões, 
2010). 
 

Os primeiros estudos com o ensaio Cometa em espermatozoides datam da década de 90 e foram 
realizados para verificar a validade desse ensaio em células espermáticas, uma vez que já era amplamente 
utilizado em células somáticas (Hughes et al., 1996; Hughes et al., 1997; Mckelvey-Martin et al., 1997). No 
primeiro estudo, Hughes et al. (1996) verificaram a susceptibilidade à fragmentação de DNA de espermatozoides 
de homens férteis com motilidade normal e de homens inférteis com motilidade normal e diminuída. Foi 
induzida a fragmentação de DNA espermático com diferentes doses de irradiação, utilizando-se o raio-X, e 
peróxido de hidrogênio, em diferentes concentrações. Assim, verificou-se que espermatozoides móveis de 
homens férteis eram mais resistentes à fragmentação de DNA do que espermatozoides com motilidade 
espermática normal ou diminuída de homens inférteis, sendo os espermatozoides de homens inférteis com 
motilidade diminuída mais susceptíveis ao peróxido de hidrogênio do que os inférteis com motilidade normal.  

No ano seguinte, foi publicado um estudo que testou a reprodutibilidade da técnica Cometa em 
espermatozoides humanos. Nesse estudo, concluiu-se que a técnica possui baixo coeficiente de variação e, 
portanto, poderia ser utilizada para verificar a fragmentação de DNA espermático (Hughes et al., 1997). No 
mesmo ano, foi publicada pelo mesmo grupo de pesquisa uma revisão de literatura sobre a utilização da técnica 
como ferramenta para o diagnóstico de infertilidade em humanos (Mckelvey-Martin et al., 1997). Em 2000, 
Donnely et al. (2000) associaram o ensaio com outra técnica utilizada para a verificação de fragmentação de 
DNA, o TUNEL. Nesse estudo, foi verificada correlação significativa (P < 0,001) de 0,56 entre as duas técnicas 
(Donnelly et al., 2000). Todos esses estudos, no entanto, foram realizados com espermatozoides humanos. 
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Em animais, poucos estudos com o ensaio Cometa foram desenvolvidos. Simões (2010) padronizou a 
técnica para espermatozoides bovinos. No trabalho, não foi observada correlação entre a técnica e o SCSA. 
Ademais, foi necessária a adaptação da técnica para a espécie, pois o espermatozoide bovino parece possuir uma 
compactação do material genético muito maior que a encontrada em espermatozoides humanos (Simões, 2010). 
Os resultados com o ensaio Cometa em animais domésticos ainda são escassos e mostram que estes apresentam 
pouca fragmentação de DNA. Especula-se que isso ocorra pois há grande pressão de seleção para a fertilidade. 
Entretanto, a utilização da técnica em casos específicos, como na degeneração testicular ou na infertilidade de 
causa desconhecida, pode ser promissora. Além disso, novos estudos com células somáticas estão direcionando a 
associação do ensaio Cometa com a mensuração da suscetibilidade ao estresse oxidativo e com a hibridização in 
situ (Shaposhnikov et al., 2009; Collins, 2014). 
 
Teste de dispersão da cromatina modificado (SCD) 
 

O teste de dispersão da cromatina (SCD) também verifica a fragmentação de DNA de maneira direta. 
Quando realizado em meio ácido, haverá a desprotaminação, e, portanto, o DNA íntegro formará loopings em 
volta do espermatozoide, o que não ocore com o DNA fragmentado (Enciso et al., 2006). Já quando processado 
sem ácido, não haverá a desprotaminação e, portanto, não haverá dispersão do DNA íntegro, ficando este contido 
no interior celular. Porém, neste caso o DNA fragmentado ficará disperso em volta da cabeça, formando um halo 
expressivo.  

A técnica sem ácido, patenteada pelo grupo espanhol Halotech (Halotech DNA Madrid, Espanha), 
consiste na fixação dos espermatozoides em gel de agarose e na submissão deles a soluções de lise para a 
exposição do DNA. O espermatozoide com DNA fragmentado fica com um halo expressivo formado em volta 
da cabeça, enquanto o espermatozoide com DNA íntegro apresenta um halo muito pequeno em volta da cabeça, 
conforme ilustrado na Fig. 4 (Enciso et al., 2006).  

 

 
Figura 4. Espermatozoides ovinos submetidos à técnica SCD modificado com kit comercial Halomax® próprio 
para a espécie ovina (Halotech, Espanha). Nas setas estão indicados os espermatozoides com DNA fragmentado 
(Alves, 2014). 

 
Os primeiros estudos com a técnica são muito recentes, e os resultados ainda são variáveis. Entretanto, 

foi mostrada correlação desta com o teste SCD clássico (com ácido) e com a técnica de hibridização fluorescente 
in situ, técnica FISH (Enciso et al., 2006). Por outro lado, outros estudos mostraram não haver correlação da 
técnica com o SCSA, mas as duas técnicas apresentaram correlação com a fertilidade. Essas duas técnicas 
avaliam diferentes aspectos da cromatina e, portanto, poderiam ser utilizadas em conjunto (García-Macías et al., 
2007). Em estudo mais recente, foi mostrada correlação negativa (r=-0,26; P=0,04) entre as taxas de 
fragmentação detectadas pelo SCSA e a integridade de DNA verificada pelo SCD modificado (sem ácido) 
(Fortes et al., 2012).  O grupo, em estudos recentes com carneiros, mediante a utilização da técnica de SCD 
modificado, mostrou que a taxa de fragmentação de DNA aumentou (P=0,0017) após a insulação escrotal. Os 
carneiros foram submetidos à insulação com bolsas escrotais por 72h, sendo realizada a avaliação da 
fragmentação de DNA antes (1,10 ± 0,28%) e após (8,50 ± 2,20%) o estresse (Alves et al., 2015).  
 

Considerações finais 
 

As técnicas abordadas nesta primeira parte da revisão possuem diferentes formas de análise: azul de 
toluidina, azul de anilina e cromomicina A3 avaliam a protaminação do DNA espermático; já o Cometa e o SCD 
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modificado avaliam a fragmentação direta do DNA. A escolha da técnica a ser feita em determinada análise 
depende do objetivo a ser alcançado e das perguntas a serem respondidas. Assim, o conhecimento do princípio 
de cada técnica é essencial para esta ser aplicada da forma mais adequada. Entretanto, ainda são necessários mais 
estudos que correlacionem os resultados das diferentes técnicas abordadas com as taxas de fertilidade. 
Acreditamos que essas informações facilitariam a difusão dessas técnicas de avaliação de DNA na rotina dos 
laboratórios de análise de sêmen de animais domésticos. 
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