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AVALIAÇÃO DA DESCOMPACTAÇÃO DA CROMATINA DE 
ESPERMATOZOIDES BOVINOS POR TRÊS DIFERENTES MÉTODOS 

 
 

RESUMO-Reprodutores que possuem espermograma normal podem ser 

classificados como subférteis ou passarem por períodos de subfertilidade, em 

função de seu baixo desempenho reprodutivo. As alterações na descompactação da 

cromatina dos espermatozoides em bovinos são possíveis explicações encontradas 

para tais comportamentos. Diante disso, conduziu-se este trabalho, com o objetivo 

de comparar três diferentes métodos de análises cromatínicas de espermatozóides 

que possam ser usados em diagnósticos de fertilidade de touros. Sete amostras de 

sêmen de bovinos subférteis foram avaliadas utilizando-se os três métodos, sendo 

eles: coloração com alaranjado de acridina e análise por citometria de fuxo (Sperm 

Chromatin Structure Assay - SCSA), coloração por azul de toluidina (AT) e 

microscopia eletrônica de transmissão (MET). Nos esfregaços de sêmen corados 

com AT foram avaliadas a descompactação e heterogeneidade da cromatina. Com o 

SCSA avaliou-se a proporção de cabeças de espermatozoides coradas em vermelho 

(cabeças anômalas) e em verde (cabeças normais). Na MET avaliou-se as áreas 

das cabeças com descompactação da cromatina. Como análise estatística foi 

utilizado o teste Kruskal-Wallis e como pós-teste, Wilcoxon. Também foi aplicado o 

teste de correlação de Pearson. Obteve-se correlação positiva e significativa entre 

SCSA e MET, além da correlação positiva e significativa entre AT e ME. Constatou-

se a correlação negativa e significativa entre descompactação e heterogeneidade 

por AT, entretanto não houve correlação significativa entre SCSA e AT. Concluiu-se 

que a MET identifica alterações semelhantes às identificadas por SCSA, além de ser 

mais sensível para identificação de alterações cromatínicas em espermatozoides de 



touro do que o SCSA e que a análise de imagem computacional de esfregaços 

corados com AT não identifica as mesmas alterações identificadas pelo SCSA. 

 

 

Palavras chave: Azul de Toluidina, Cromatina, Espermatozóide, Microscopia 

Eletrônica de Transmissão, Sperm Chromatin Structure Assay 



 

EVALUATION OF CHROMATIN DESCOMPACTION OF CATTLE SPERM BY 
THREE DIFERENT METHODS  

 
 

ABSTRACT-Sires with a normal semen analysis can be classified as 

subfertile or they can have periods of subfertility because of its low reproductive 

performance. Changes in chromatin compaction of spermatozoa in cattle are found, 

and they are possible explanations for this kind of behavior. Therefore, this study was 

conducted with the objective to compare three different methods of analysis of sperm 

chromatin that can be used in the diagnosis of fertility bulls.Seven semen samples of 

subfertile cattle were evaluated using the three methods, which are them: flow 

cytometry (SCSA), toluidine blue staining (TB) and transmission electron microscopy 

(TEM). In samples stained with TB, semen samples were evaluated in case of 

decompaction and heterogeneity of chromatin. The SCSA evaluated the proportion of 

sperm heads stained in red (abnormal heads) and green (normal heads). In TEM 

evaluated the areas of heads with unpacking chromatin. As statistics evaluations 

were performed the Kruskal-Wallis test and as a post-test, Wilcoxon was also used. 

The Pearson correlation test was also conducted. There was positive and significant 

correlation between SCSA and TEM, besides the positive and significant correlation 

between TB and TEM. It was found a negative correlation between unpacking of 

chromatin and heterogeneity by TB, however there was no significant correlation 

between SCSA and TB. It was concluded that TEM identifies similar changes as in 

the SCSA test, and TEM is more sensitive for the identification of chromatin 

alterations in bull sperm than SCSA, and the computational image analysis stained 

with TB does not identify the same changes as in the SCSA. 

Keywords: Toluidine blue, Chromatin, Sperm, Transmission Electron Microscopy, 
Sperm Chromatin Structure Assay
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            I.INTRODUÇÃO 

 

A bovinocultura brasileira passa por uma fase onde vem ocorrendo o 

reconhecimento da importância da utilização de tecnologias no setor 

produtivo. A expectativa de retorno financeiro por meio da eficiência nos 

sistemas de produção pode ser intensificada com o uso de eficientes 

técnicas de manejo e biotecnologias aplicadas à reprodução animal. 

(VISHWANATH, 2003). 

Dentre os diversos fatores que influenciam o sucesso na situação 

atual da bovinocultura, destaca-se a importância da reprodução animal, pois 

sem a mesma não haverá a geração de novos produtos. Dessa forma, 

quanto mais eficiente for o desempenho reprodutivo dos machos, maior 

retorno econômico positivo surgirá para a manutenção de uma bovinocultura 

de sucesso (RODRIGUES, 2009). 

Elevados índices de produção com associação a uma alta eficiência 

reprodutiva, devem ser metas que norteiam alcançar uma maior 

produtividade e custo-benefício satisfatório na atividade. Neste sentido, a 

manutenção da eficiência reprodutiva é considerada um dos principais 

fatores que contribuem para a melhoria do desempenho produtivo e da 

lucratividade dos rebanhos comerciais (VASCONCELOS E MENEGHETTI, 

2006) 

Devido ao papel de alta responsabilidade que o macho reprodutor 

possui na produção animal, testes que analisam a capacidade reprodutiva 

são necessários para que seja possível selecionar animais que possuam 

características econômicas desejáveis à sua prole, como fertilidade, por 

exemplo (FONSECA, 2009). 

De acordo ainda com RODRIGUES (2009), a biotecnologia da 

reprodução composta por diferentes métodos de análise que tenham a 

função de avaliarem a fertilidade do macho vem possibilitando um 

verdadeiro avanço qualitativo de caráter positivo na criação bovina, em 

especial por facilitar a seleção e multiplicação de animais geneticamente 

superiores. Diante disso, é de extrema importância que se melhore os 
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métodos de avaliação espermática possibilitando consequentementeum 

aumento na capacidade de reprodução dos machos. 

No entanto a aplicação de biotecnologias da reprodução visando a 

disseminação do material genético de animais com alto valor zootécnico, 

como os bovinos, ainda possui falhas de informações específicas sobre a 

taxa de fertilidade do macho. (FORTES et al., 2012). Um fato exemplar que 

justifica essas dúvidas em relação à fertilidade do macho é quando animais 

consideradosférteiscomprovados através de resultados de espermogramas 

normais de rotina, mas que por motivos desconhecidos enfrentam períodos 

de subfertilidade inexplicáveis. 

Recentemente, obteve-se um grande avanço relacionado ao 

conhecimento de mecanismos que detectam um espermatozoide com maior 

competência funcional (AITKEN, 2006). 

Glendhill (1966) foi o precursor na identificação de espermatozoides 

com má compactação da cromatina em touros subférteis. De acordo com 

Britto e Mello (1988), touros com espermograma normal podem ser 

subférteis ou apresentar intervalos de subfertilidade inexplicáveis pelo 

espermograma de rotina, sendo as alterações na compactação da cromatina 

dos espermatozoides uma possível explicação para tal fenômeno. 

Os espermatozoides possuem cromatina altamente organizada e são 

condutores metabólicos funcionais do genoma masculino, carreando RNAs 

de diferentes tipos, os quais, tanto quanto os nucleossomos, são importantes 

sinalizadores epigenéticos paternos e, logo, influenciam o desenvolvimento 

embrionário inicial(BELETTI, 2013). 

Um dos componentes essenciais do espermatozoide, necessário para 

formação de embriões normais, é a existência de um núcleo com cromatina 

e matriz nuclear intacta (WARD et al., 1999). Alterações cromatínicas 

espermáticas também podem alterar a forma da cabeça do espermatozoide 

e influenciar na motilidade espermática, dificultandoo processo de 

fertilização (BELETTI et al., 2005). Portanto, alterações cromatínicas podem 

não sóinterferir no processo de fecundação, mas ainda gerar interferências 

nodesenvolvimento embrionário, o que reforça mais ainda a necessidade da 

análise cromatínica na avaliação de reprodutores machos(BELETTI, 2013). 
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Acontecimentos como falhas na fertilização e mortalidade embrionária 

têm sido reconhecidos como fontes potenciais de perda no processo 

reprodutivo e numerosos estudos sobre o assunto têm sidorelatados 

(GORDON, 1996). Um elevado nível de instabilidade na cromatina nuclear 

espermáticado sêmen tambémjá foi associado com a redução da eficiência 

de reprodução de touros (BALLACHEY et al., 1988; KARABINUS et al., 

1990; DOBRINSKI et al., 1994; . ANZAR et al., 2002. ; MADRID-BURY et al., 

2005). 

A presença de espermatozoides com instabilidade na cromatina 

espermática é considerado um defeito incompensável, que não pode ser 

toleradoem níveis maiores do que em valores de 15 a 20 % destas células 

(BARTH,OKO, 1989). 

Dentre os vários métodos de identificação de alterações 

cromatínicasespermáticasemsêmen de touros, pode-se citar a análise por 

citometria de fluxo utilizando o corante fluorescente alaranjado de 

acridina(SCSA, Sperm Chromatin Structure Assay) (EVENSON et al. 1980) e 

a análise de imagem computacional de esfregaços de sêmen corados com 

Azul de Toluidina (AT) (BELETTI et al., 2005), além da microscopia 

eletrônica de transmissão(MET) (ARAÚJO, 2013). 

 Atualmente o método mais utilizado é a análise da estrutura de 

cromatina de espermatozoides (SCSA), baseada numa avaliação da 

fluorescência porcitometria de fluxo de espermatozoides corados com o 

corante alaranjado de acridina. Apesar disso, este método tem uma 

desvantagem,não permitindo a análise morfométricaconcomitante com a 

caracterização da cromatina doespermatozoide.No entanto é um método 

que tem sua utilização aumentada, pois realiza uma análise com grandes 

quantidades celulares.O SCSA tem sido utilizado em centenas de estudos 

de fertilidade de touros e outras espécies e tem sido considerado como 

técnica de referência (SPANO et al., 1998). 

Outro método usado para a avaliação da cromatina foi desenvolvido 

por Mello (1982). Este método utiliza o azul de toluidina, um corante 

catiônico que exibe metacromasia, isto é, uma alteração de cor em situações 

específicas, induzida por ressonância de elétrons entre várias moléculas de 
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corante empilhadas. Esta propriedade é útil para avaliação de 

anormalidades na cromatina de espermatozoides com problemas de 

condensação (BELETTI et al., 2005). 

Aanálise de imagem computacional de esfregaços de sêmen corados 

com AT já foi utilizada em mais de uma dezena de trabalhos, principalmente 

para avaliação de alterações cromatínicas de espermatozoides de touro, 

como feito por Campos et al., (2010). No entanto, ainda não possui uma 

referência de valores mínimos que interfiram na fertilidade do animal. 

A microscopia eletrônica de transmissão geralmente é utilizada para 

avaliar a ultraestrutura de espermatozoides de vertebrados e eventualmente 

correlacionando-se com a fertilidade (OLIVEIRA et al, 2011). Geralmente 

não se utiliza a microscopia eletrônica de transmissão para avaliação de 

alterações cromatínicas. No entanto, Araújo (2013), utilizou com bons 

resultados a microscopia eletrônica de transmissão para avaliar alterações 

de cromatina em espermatozoides de peru. 

Utilizando amostrasde sêmen de touro avaliadas por análise de 

imagem computacional de esfregaços corados com AT,analisadas por 

SCSAe por microscopia eletrônica de transmissão, o presente trabalho teve 

como objetivocomparartrês diferentes metodologia de avaliação de 

cromatinaque possam ser utilizadas em diagnósticos de fertilidade de touros. 
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II.REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Cromatina espermática 

.  

Falando especificamente em uma classe de animais, nesse casoos 

mamíferos, nas fases finais da espermatogênese, as proteínas nucleares 

básicas, ricas em lisina, chamadas de histonas, são substituídas, total ou 

parcialmente, por estruturas nomeadas de protaminas (BELETTI, 2013). 

As protaminas são proteínas específicas dos espermatozoides, as 

quais possuem um caráter mais básico em razão da riqueza em arginina 

(BLOCH, 1969; HOFMANN, HILSCHER, 1991). Assim, forma-se uma 

cromatina (complexo DNA-protamina), bem condensada, em função da 

neutralização do esqueleto fosfodiéster do DNA ocorrida pela interação dos 

grupos fosfatos provenientes da fita de DNA e amina vinda das proteínas 

(BALHORN, 1982; BELETTI, MELLO, 1996). 

Acreditava-se que em sua fase madura, os espermatozoides 

possuíam uma cromatina não funcional, entretanto, elestêm sido 

reconhecidos como sendo bem organizados e ainda possuírem a condução 

metabólica funcional do genoma masculino (BELETTI, 2013). 

A unidade básica da cromatina de espermatozoides em 

mamíferos,denominada de toroide de protamina, teve sua primeira descrição 

feita por Balhorn e colaboradores (1982), onde relataram que 50kb de DNA 

aproximadamente é enrolado firmemente pelas protaminas, formando uma 

estrutura em forma de “donut” ou (rosca). (ALLEN et al., 1992; HUD et al., 

1993). A organização estrutural do DNA em domínios no formato de alças de 

20 a 50kb compõe outro arranjo da cromatina (RISLEYet al., 1986; WARDet 

al., 1989; KRAMER, KRAWETZ, 1996).  

O modelo“donut-alça” foi proposto recentemente para a estrutura da 

cromatina espermática, sugerindo que ambos os níveis organizacionais são 

relacionados (SOTOLONGOet al., 2003). De acordo com este modelo, cada 

domínio em forma de alça do DNA é condensado em um único toroide de 
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protamina. Cada domínio em forma de ‘donut’ são fixados à matriz nuclear 

proteica em locais chamados de regiões de anexação da matriz 

(MARs)(SHAMAN et. al., 2007). 

Segundo Lemos (2013) a cromatinaé composta organizacionalmente 

por DNA e uma rede proteica, a qual recebe o nome de matriz nuclear. 

Quando se isola tal estrutura, a mesma assemelha-se a uma arquitetura 

fibrosa do citoesqueleto. É vasta a lista de proteínas que compreendem a 

matriz nuclear, e até certo grau é do tipo célula dependente.Também de 

acordo com Lemos (2013) a matriz nuclear é importante para a replicação do 

DNA, sugerindo que essa matriz nuclear espermática forneça um pouco da 

composição do pro núcleo do zigoto recém- fertilizado. 

Diante da falta de conhecimento em relação à formação da matriz 

nuclear há evidências de que alguns de seus componentes sejam 

topoisomerases IIB (SHAMAN et al., 2006), actina, miosina, citoqueratinas e 

spectrina (OCAMPO et al., 2005), possivelmente carbamoil sintetase fosfato 

glutamino dependente, transcarbamilaseaspartato, dihidroorotase (CAD) 

(CARREYet al., 2002; OCAMPOet al., 2005) e transcriptase reversa 

(GIORDANOet al., 2000).  Sabe-se que aporçãohipersensitiva ànucleaseque 

se liga auma estrutura típica nucleossomal, conecta cada toroide e anexaas 

alças à matriz nuclear. Isso acontece, potencialmente através da TOP2B 

(BELETTI, 2013). 

Há relatos que as regiões sensitivas à nuclease estão próximas às 

regiões de matriz e ainda estão associadas aos domínios das alças no DNA 

espermático humano, tornando-se similar à cromatina potencializada à 

transcrição nas células somáticas (BELETTI, 2013).  

Além de protaminas e histonas espermáticas especificas, tem sido 

demonstrado que a cromatina possui proteínas com potencial ativo incluindo 

alguns fatores de transcrição (PITTOGGI et al. 2001). A cromatina pode 

possuirtambém uma organização especifica; alguns telômeros 

(ZALENSKAYAet al., 2000) e centrômeros (YARONet al. 1998) que parecem 

estar localizados em áreas específicas do núcleo espermático. 

Há evidências de que o processo de condensação do DNA pode estar 

incompleto, diante disso, poderáhaver menor estabilidade nuclear e ocorrer 
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aumento da susceptibilidade para desnaturação do complexo DNA-proteína. 

Tais fatores tem sido associados com a infertilidade em vários animais e 

também no homem. A instabilidade nuclear gerada poderia acarretar 

problemas no DNA, onde os mesmos poderiam continuar se perpetuando 

durante o desenvolvimento embrionário, causando uma indução à apoptose 

e também à fragmentação do embrião que não se desenvolveria ( BELETTI, 

2013).  

Em relatos sobre humanos e eqüinos, nota-se uma correlação 

negativa entre os fatores fertilidade e integridade de DNA (MORRELL et al., 

2008) . Dessa forma, a concepção depende, dentre outros fatores, da 

habilidade da cromatina espermática previamente condensada em se 

descondensar e formar o pro núcleo masculino durante a interação com o 

ovócito (MADRID-BURYet al., 2005).  

Gledhill (1966) foi o pioneiro ao identificar pela primeira vez 

espermatozoides com cromatina defeituosa ou anômala, em touros 

subférteis, utilizando reação de Feulgen. Inicialmente, a coloração mais 

intensa nas cabeças destes espermatozoides foi relacionada comà alta 

densidade do DNA. Entretanto, com o uso do microscópio de luzultravioleta, 

o qual despensa coloração para quantificação de DNA, ficou claro que as 

variações de intensidade observadas na reação de Feulgen são de fato, 

consequências da alteração da cinética hidrolíticado DNA. Este fenômeno, 

geralmente é causado por alterações no complexo DNA-protamina, que 

fazem a cromatina ficar menos compactada e consequentemente mais 

sensível à hidrólise.  

Há dados onde Camposet al.(2013) demonstraram que a seleção 

espermática por Percoll ou por “swimup” não consegue excluir a maioria dos 

espermatozoides com alterações na cromatina. Ainda mais recentemente, 

existem outros dados obtidos por D’Occhioet al.(2013) mostrando que a 

insulação escrotal em touros induz a produção de espermatozides com 

alterações cromatínicas.Dessa forma, a avaliação laboratorial do sêmen 

deve incluir testes que analisem a maioria dos atributos relevantes dos 

espermatozoides como a avaliação da integridade genômica, a favor da 

fecundação e do desenvolvimento embrionário (EVENSON, WIXON, 2006).  
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2.2 SCSA(Sperm Chromatin Structure Assay) 

 

Atualmente há um grande número de metodologias utilizadas para 

identificação de alterações na estabilidade da cromatina espermática. Uma 

das mais usadas é a análise da estrutura da cromatina (SCSA)(Sperm 

Chromatin Structure Assay), por ter sua eficiência comprovada. A técnica é 

baseada na avaliação da fluorescência de espermatozoides corados com o 

corante fluorescente, alaranjado de acridina (AA), através de análise em 

citômetro de fluxo.Com a utilização de desnaturação ácida ou térmica e 

posterior coloração com (AA) realizando a análise em citofotômetro de fluxo 

com comprimento de onda de ultravioleta (UV), os espermatozoides com 

cromatina normal coram-se em verde e os com possíveis alterações, coram-

se com a cor vermelha/alaranjada(EVENSON et al., 1980). 

A citometria de fluxo é um método que possibilita a contagem, 

classificação e isolamento da célula espermática que, após serem marcadas 

com um corante fluorescente específico, são individualmente movidas 

através de um sistema com detector óptico em fluxo laminar e então, são 

contadas (EVENSON, 1999). Desse modo, pode-se diminuir a subjetividade 

e aumentar a repetibilidade para uma maior precisão nas análises de sêmen. 

Assim, uma série de características da célula espermática como integridade 

das membranas plasmática e acrossomal, viabilidade e a função celular 

podem ser avaliadas utilizando-se a citometria de fluxo (GILLIAN et al., 

2005) 

 O uso de SCSA para avaliar a cromatina, não permite uma análise 

concomitante entre a mesma e os aspectos morfológicos do 

espermatozoide, já que a cromatina é avaliada por citômetro de fluxo e a 

morfologia deve ser avaliada pelo esfregaço de sêmen.O SCSA apenas 

quantifica os espermatozoides normais e aqueles com alteração de 

cromatina, não permitindo dessa forma, perceber diferentes tipos de 

alterações (BELETTI et al., 2005). 
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Tejada et al. (1984), modificaram o método de Evenson et al. (1980) 

usando a coloração com AA em esfregaços de sêmen humano, obtendo 

bons resultados na diferenciação de espermatozoides normais e anômalos. 

No Brasil as alterações cromatínicas dos espermatozoides são 

geralmente negligenciadas nas avaliações de fertilidade de touros. Isso 

porque o SCSA(Sperm Chromatin Structure Assay) que é o método mais 

utilizado no mundo e que já possui parâmetros bem definidos utiliza a 

citometria de fluxo, com altíssimo custo, inviabilizando seu uso rotineiro por 

profissionais da área. Entretanto, sabe-se que o SCSA é um método capaz 

de analisar uma quantidade de células imensamente maior que em outros 

métodos. 

 

 

2.3Método de coloração por Azul de toluidina 

 

O método da "metacromasia induzida" desenvolvido por Mello 

(1982)utiliza o corante catiônico Azul de Toluidina, (AT) em pH 4,0, após 

hidrólise ácida. 

No método de coloração por AT, a ligação entre as moléculas do 

corante usado (pH 4,0) aos grupos fosfatos ionizados do DNA é importante 

para avaliação de alterações na cromatina espermática. O pH 4,0 garante 

que outros sítios (ânions) não estejam ionizados e o AT se ligue de forma 

inespecífica e não no DNA. Os espermatozoides normais se coram em 

verde, mas aqueles com anomalias no complexo DNA-proteína se coram em 

violeta. Isto se deve ao fato de que, em espermatozoides com cromatina 

normal, a maioria dos grupos fosfatos estão bloqueados por protaminas, e 

consequentemente, poucas moléculas do corante se ligam ao DNA, 

resultando em uma coloração de verde a azul claro. Já para aquelas células 

com cromatina pouco compactada, haveria mais ligações com as moléculas 

do corante, obtendo-se uma coloração de azul escuro a magenta (BELETTI, 

MELLO, 1996; BELETTI, 2013). 

A sensibilidade deste processo pode ser aumentada pela hidrólise 

antes da coloração, ou seja, tratamento ácido (HCl 4 N a 25oC, 15 a 20 min.) 
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seguido de coloração com azul de toluidina (pH 4,0). Dessa forma, 

espermatozoides normais, que são caracterizados por possuírem cromatina 

altamente compactada, são pouco afetados pela hidrólise e 

consequentemente, coram-se em azul claro. Por outro lado, a cromatina 

espermática com baixo grau de descompactação, identificados como 

normais sem a hidrólise, tem as protaminas parcialmente extraídas, 

promovendo assim ligações das moléculas do corante com os grupos 

fosfatos do DNA, fazendo com que estes espermatozoides se corem como 

anômalos. Mesmo com o tratamento ácido prévio, a avaliação de alterações 

da cromatina espermática ainda continua possuindo um caráter subjetivo, 

podendo ocorrer variações na interpretação entre diferentes examinadores 

(BELETTI, MELLO, 1996).  

 

2.4 Análise computacional de imagem 

 

Nota-se que a avaliação visual de esfregaços de sêmen é de certa 

forma subjetiva.Na tentativa de se excluir falhas entre os examinadores e 

ainda aumentar a repetitividade entre os mesmos, tem sido proposto o uso 

de análise de imagem por computador para avaliação de motilidade, 

morfologia dos espermatozoides e compactação da cromatina. (BELETTI; 

COSTA; GUARDIEIRO, 2005; BELETTI; COSTA; VIANA, 2005). A análise 

computacional da morfologia espermática considera usualmente 

mensurações básicas como área, perímetro, comprimento, largura, bem 

como fatores derivados destas medidas, tal como: razão largura: 

comprimento, elipsidade, fator forma e outros (GARRETT; BAKER, 1995).  

Para diminuir a subjetividade, Beletti et al. (2004 e 2005), utilizaram 

análise de imagem computacional de esfregaços de sêmen corado com azul 

de toluidina, previamente tratados com HCl 4N. Desta forma, as cores são 

diferenciadas pelos seus valores de pixels, diminuindo a subjetividade e 

permitindo a graduação e diferenciaçãodas alterações.Além da 

diminuiçãodessa subjetividade, a metodologia permite uma avaliação 

simultânea da morfometria e da cromatina de cada espermatozoide, 
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permitindo uma correlação entre estas duas características (BELETTI et al, 

2005; SILVA et al, 2008; KANAYAMA e BELETTI, 2011). 

Com o uso desta metodologia, Beletti (2004) demonstraram a 

existência de diversos tipos de alterações de cromatina, existindo variações 

na localização e na intensidade de descompactação na cromatina. Tais 

pesquisadores sugeriram uma relação da localização dessas alterações 

cromatínicas com a matriz nuclear. Esses diferentes tipos de alterações 

podem possuir diferentes etiologias e consequências sobre a fertilidade do 

macho (BELETTI et al, 2004). 

Apesar das vantagens desta metodologia, como baixo custo e 

avaliação célula a célula, permitindo a correlação entre morfologia e 

cromatina, ainda não existem parâmetros bem definidos que permitam 

indicar os valores em que as alterações identificáveis por essa metodologia 

começam a interferir na fertilidade do touro. 

 

2.5 Microscopia eletrônica de Transmissão (MET) 

 

Quando os defeitos morfológicosse expressam por alterações em 

escalas nanométricas(nm), ocorrem falhas nos métodos tradicionais 

deavaliação, havendo a necessidade do emprego damicroscopia eletrônica 

(JOSHI et al., 2001). 

Geralmente, os espermatozoides humanos são espécimes 

analisados, fixados e corados pela microscopia óptica, que fornece 

informações valiosas sobre a morfologia e as correspondentes 

características patológicas destas células. Se as alterações são diferentes 

no tamanho na fração de um mícron, então,a aplicação deste método é 

adequada e útil (WHO, 1992). No entanto, se os defeitos morfológicos 

pertencem à ordem de alguns nanômetros (nm), o método de microscopia 

óptica tem de ser substituído pela microscopia eletrônica de transmissão ou 

de varredura. Zamboni (1987) aplicou esta técnica para estudar a patologia 

de espermatozoides e avaliar a sua qualidade. 

A Microscopia de força atômica tem sido utilizada para investigação 

de mudanças na membrana plasmática que recobre a região da cabeça dos 
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espermatozoides de mamíferos como (touro, javali, carneiro, cabra, 

garanhão, rato e macaco) durante o desenvolvimento pós-testicular, após a 

ejaculação, e depois de exocitose da vesícula acrossomal (ELLIS, 2002). 

Ainda de acordo com Ellis (2002) em ejaculados de animais como carneiro, 

touro, javali ou cabra,osespermatozoides possuem a membrana plasmática 

pós acrossomal com uma superfície mais irregular do que a que recobre o 

acrossoma (ELLIS, 2002.A ultra-estrutura dos espermatozoides 

devertebrados e invertebrados tem sido intensivamente estudada ao longo 

de muitos anos, especialmente por microscopia eletrônica de transmissão 

(MET), (ELLIS et al.,2002; JOSHI et al., 2001). 

De acordo com Joshi (2000) a popularização das técnicas deMET na 

avaliação da infertilidade masculina humana eanimal proporcionam a 

formação de uma base sólidapara o melhor entendimento dos 

processosfisiopatológicos envolvidos e para uma melhor adequação das 

condutas terapêuticas a seremseguidas. Para a aplicação da técnica de 

microscopia eletrônica é necessário que o pesquisador conte com o aparato 

de materiais de laboratório para a preparação das amostras que serão 

posteriormente analisadas, e também da posse de um microscópio 

eletrônico de transmissão para análise. 

Muitos aspectos relacionadosà infertilidade do macho continuam 

obscuros até o presente, especialmente no que se refere à expressão 

gênicadiferencial da espermatogênese, base inicial dosdiversos quadros de 

infertilidade (JOSHI, 2000). No entanto, com uso da técnica de microscopia 

eletrônica associada a outras metodologias eficazes poderá ser possível 

analisar e encontrar possíveis respostas às perguntas relacionadas com 

problemas de fertilidade do macho, incluindo alterações na ultraestrutura 

cromatínica. Neste sentido, Araújo (2013) utilizou com bons resultados a 

microscopia eletrônica de transmissão para avaliar alterações de cromatina 

em espermatozoides de peru, obtendo correlação negativa entre número de 

alterações cromatínicas e a capacidade fecundante do espermatozoide, bem 

como entre essas alterações e a evolução embrionária. 
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III.MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Obtenção das amostras de sêmen 

 

Foram utilizados sete ejaculados de touros subférteis pertencentes à 

fazenda experimental da Universidade Federal de Uberlândia- Campus 

Glória, município de Uberlândia-MG. A coleta de sêmen foi realizada por 

meio de vagina artificial e após a avaliação da concentração de 

espermatozoides por contagem em câmara de Neubauer, foi realizada 

diluição em meio de congelamento tris-gema para obter a concentração de 

100 x 106 de espermatozoides por ml. Imediatamente após a diluição o 

sêmen foi acondicionado em paletas de 0,5 ml e congelado no equipamento 

TK200, utilizando-se a curva “padrão 1” (40 minutos da temperatura 

ambiente até 5oC, permanecendo nesta temperatura por uma hora e rápida 

diminuição de cinco para -120 oC em 10 minutos). As amostras congeladas 

foram mantidas em container de nitrogênio líquido até sua preparação para 

análise. 

 

3.2 Avaliação do Sêmen por coloração de azul de toluidina (A.T) 

 

As análises por coloração de azul de toluidina (A.T) foram realizadas 

no laboratório de Biologia da Reprodução- Instituto de Ciências Biomédicas- 

UFU. As amostras foram descongeladas em banho-maria 37o C por um 

minuto. Os esfregaços foram fixados com etanol-ácido acético (3:1, V/V) por 

um minuto e posterior imersos em etanol a 70% por três minutos. Após esta 

etapa, foi realizada a hidrólise ácida em HCl 4N a 25ºC por 15 minutos, 

seguido de lavagem em água destilada. Após a secagem da lâmina em 

temperatura ambiente foi colocado uma gota de azul de toluidina 0,025% em 

tampão McIlvainepH 4 (citrato-fosfato sódio) sobre a lâmina e coberta com 

lamínula (BELETTI, MELLO, 2004). Após três minutos foram obtidas 100 

imagens digitais de cada esfregaço, por meio de microscópio óptico Leica 
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DM500 acoplado a câmera Leica ICC50, utilizando-se objetiva de 100x 

(imersão) (BELETTI, COSTA, 2003).As imagens foram capturadas 

digitalmente em tons de cinza.  

Utilizando-se algoritmo desenvolvido em ambiente de programação 

matemática Scilab foram segmentadas de forma semiautomática 100 

cabeças de cada amostra. 

Para a avaliação da cromatina, após a segmentação das cabeças, 

estas foram processadas por algoritmos também desenvolvidos em 

ambiente SCILAB para se obter a média dos valores de pixel que compõem 

cada uma das cabeças (Silva et al., 2008). Para se ter uma referência da 

coloração normal da cabeça do espermatozoide, o programa selecionou 

automaticamente dentre as cabeças de cada esfregaço, as seis mais claras 

e com coloração mais homogênea. A média dos valores de pixel destas 

cabeças foi considerada como o valor de referência da coloração normal dos 

espermatozoides (cabeças padrões) no respectivo esfregaço. Depois, as 

diferenças entre os valores das cabeças padrões e a média dos valores dos 

pixel de cada cabeça analisada foram determinadas. Esta diferença foi 

transformada em porcentagem do valor das cabeças padrões do esfregaço 

da qual a cabeça foi segmentada. Esta variável quantifica a descompactação 

da cromatina.  

O coeficiente de variação dos níveis de cinza (valores dos pixels) de 

cada cabeça também foi calculado (SILVAet al., 2008), sendo que esta 

variável quantifica a heterogeneidade da cromatina no interior da cabeça.  
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3.3 Análise de citometria de fluxo 

 

Para tal análise foi utilizada uma alíquota de 0,20 mL de amostra 

diluída foi misturada a 0,40 ml de solução ácida detergente (0,08 M de HCl, 

0,15 M NaCl, 0,1% de Triton X-100, pH 1,2). Após 30 segundos, foi 

adicionado 1,2 mL de solução corante de alaranjado de acridina (AA) 

contendo 6 µg de AO por ml de solução tampão (0,037 M ácido cítrico , 

0,126 M de Na2HPO4, 0,0011 M de EDTA di-sódico, 0,15 M  de NaCl, pH 

6,0) (LEITE et al., 2010). 

Após isso, as amostras diluídas em TNE, quando da realização dos 

esfregaços de sêmen, foram analisadas em citômetro de fluxo BD FACS 

Canto II, com modelo de software FACSDIVA. 

 Após 3 minutos do procedimento de coloração, foi realizada a leitura 

no citômetro de fluxo, avaliando-se a fluorescência de 10.000 estruturas por 

amostra (EVENSON et al., 1999).Os dados foram exportados para o 

programa FlowJo, o qual gerou gráfico bidimensional com a intensidade de 

fluorescências verdeno eixo Y e fluorescência vermelhano eixo X. Cada 

estrutura analisada foi identificada no gráfico como um ponto, geralmente 

sendo possível visualizar três populações: espermatozoides vermelhos 

(células anormais), espermatozoides verdes (células normais) e debris 

celulares (fragmentos de espermatozoides, caudas isoladas, etc). De forma 

interativa, foram desenhados “gates” (polígonos circundando os pontos), 

separando cada população e o programa calculou automaticamente a 

porcentagem de estruturas existente em cada um. Para avaliação da 

fertilidade foi recalculado a porcentagem de espermatozoides vermelhos 

dentro do total dos espermatozoides, excluindo-se os debris celulares. 

 

 

 

3.4 Microscopia eletrônica de transmissão 
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Parte de todas as amostras coletadas foram fixadas por imersão em 

glutaraldeído a 3%, em tampão fosfato a 0,1 M pH 7,4. Posteriormente, para 

a retirada do fixador, o material foi lavado em tampão fosfato pH 7,4, 

utilizando-se três ciclos de centrifugação por 5 min a 70 x g, em microtubos 

de 2 mL, com descarte do sobrenadante e recomposição do volume com a 

solução tampão. Após a terceira centrifugação, o volume foi recomposto com 

tetróxido de ósmio 1%. O material permaneceu nesta soluçãopor 30 minutos 

e mais 30 minutos emtetróxido de ósmio 1% e ferrocianeto de potássio 

1,25%.Novamente foi realizada centrifugação e o sobrenadante descartado. 

Em seguida, foi acrescentado aos microtubos, sobre os pellets, ágar 3%a 50 

oC, e foram levados à geladeira (4º C) por no mínimo um dia. 

Com a solidificação do ágar, o material foi retirado dos microtubos 

obtendo-se uma da peça de ágar contendo os espermatozoides, a qual sua 

extremidade foi dividida em fragmentos de aproximadamente 1 mm3.Estes 

fragmentos foram desidratados por 5 minutos em banhos de soluções com 

concentrações crescentes de acetona (50%, 70%, 80%,90%, 95%) e depois 

em banhos de 10 minutos cada de óxido de propileno 100%. 

Posteriormente, os fragmentos desidratados foram incluídos em 

resina Epon 812. Para tal, o material foi colocado emmicrotubo contendo 

mistura 1:1 de resina e óxido de propilenoe os mesmos foram deixados 

lacrados “overnight”em temperatura ambiente. Em seguida, os microtubos 

foram abertos e colocados em estufa de 37ºC por quatro horas, 

posteriormente a mistura de óxido de propileno e resina foidescartada e 

acrescentada resinaEpon812 nova e pura, deixada por mais duas a quatro 

horas na estufa 37ºC. Após esse período, os fragmentosforam separados 

para serem incluídos em formas próprias de inclusão. As formas contendo 

os fragmentos foram deixadas em estufa a 60ºC por mais três dias, até que 

a resina polimerizasse totalmente.A partir dos blocos de resina foram obtidos 

emultramicrótomo cortes ultrafinos (60 a 90 nm), os quais foram 

contrastados emacetado de uranila e citrato de chumboconforme descrito 

por Bozzola e Russel (1998). 

As avaliações dos cortes foram realizadas em microscópio eletrônico 

de transmissão Zeiss EM 109 do laboratório de histologia do ICBIM-UFU, 
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sendo realizada documentação por imagens digitais obtidas pelo 

equipamento Megaview5.Foram obtidas de 50 a 100 imagens de cabeças de 

espermatozoides que foram classificadas como contendo cromatina normal, 

com alterações leves de cromatina e com alterações intensas de cromatina. 
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3.5 Análise Estatística 

 

Todas as avaliações estatísticas foram realizadas com o programa S-plus 

(MathSoft, Inc., 2000), utilizando-se o nível de significância de 5%. 

Inicialmente, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os 

dados possuíam distribuição normal. Como não se obteve distribuição normal, foi 

utilizado o teste Kruskal-Wallis e como pós-teste, Wilcoxon. Também foi realizado 

o teste de correlação de Pearson. 
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IV.RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

Foram consideradas como cabeças normais aquelas com cromatina 

homogeneamente eletrodensa (negra) (figuras 1.0 e 1.1).  

 

 

 

↓ 

 Aquelas cabeças contendo pequenas manchas eletrolúcidas 

 

 

 

 

 

 

 

Aquelas cabeças contendo pequenas manchas eletrolúcidas (claras) foram 

consideradas com alterações leves (figuras 2.0 e 2.1) 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figuras 1.0 e 1.1:As setas nas fotos indicam as cabeças de espermatozoides bovinos normais com 
cromatina homogeneamente eletrodensa.  

 

 

Figuras 2.0 e 2.1: As setas nas fotos indicam cabeças de espermatozoides com manchas 

eletrolúcidas na cromatina consideradas alteraçõesleves. 
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Já aquelas com grandes manchas eletrolúcidas por toda a cabeça, foram 

consideradas com alterações cromatínicas graves (figuras 3.0 e 3.1). 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

As médias e desvios padrãodas avaliações das amostras de sêmen por 

análise de imagem computacional de esfregaços corados com AT, por SCSA e por 

microscopia eletrônica de transmissãoestão demonstrados na Tabela 1. 

*Letras diferentes na mesma linha significam diferença estatística entre as médias 

 SCSA  
Descompactação 

por AT (%) 

Heterogeneidade 

por AT (%) 

ME fraca 

(%) 

ME intensa 

(%) 

ME total 

(%) 

Média 10,09a 4,19b,f 6,07a,f 30,24c,g 44,77d,g 75,01e 

Desvio 
Padrão 

5,89 1,70 2,43 13,24 21,99 25,63 

 
Tabela 1: Média e desvio padrão das avaliações das amostras de sêmen por análise de imagem 

computacional de esfregaços corados com AT, por SCSA e por microscopia eletrônica de transmissão. 

De acordo com a tabela 1 é possível afirmar que as quantidades de 

alterações cromatínicas identificadas por microscopia eletrônica de transmissão é 

maior do que as identificadas SCSA. No entanto, não se pode afirmar o mesmo em 

relação à avaliação por AT, visto que a microscopia eletrônica verifica a 

porcentagem de espermatozoides com alterações cromatínicas e as avaliações com 

 

Figuras 3.0 e 3.1: As setas nas fotos indicam cabeças de espermatozoides com eletrodensidade 

heterogênea da cromatina consideradas alterações graves. 
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AT tem como resultado a descompactação e a heterogeneidade médias dos 

espermatozoides que compõem a amostra. 

Os coeficientes de correlaçãoentre as alterações cromatínicas identificadas 

por análise de imagem computacional de esfregaços corados com AT, por SCSA e 

por microscopia eletrônica de transmissãoestãoapresentados na Tabela 2. 

 

Os valores marcados com * são estatisticamente significativos 

 
SCSA 

(adimensional) 

Descompactaç

ão por AT (%) 

Heterogeneidade 

por AT (%) 

ME fraca 

(%) 

ME intensa 

(%) 

SCSA  1,00     

Descompactação por AT 

(%) 
0,13 1,00    

Heterogeneidade por AT 

(%) 
-0,09 -0,78* 1,00   

ME fraca 0,59* 0,43* 0,02 1,00  

ME intensa 0,57* -0,12 -0,35 -0,01 1,00 

ME total 0,79* 0,13 -0,29 0,51* 0,86* 

Tabela 2: Correlação entre as alterações cromatínicas identificadas por análise de imagem 

computacional de esfregaços corados com AT, por SCSA e por microscopia eletrônica de transmissão 

A figura 4 demonstra os dados gerados por citometria de fluxo avaliados pelo 

software FlowJo, conforme a avaliação realizada pelo SCSA para uma das amostras 

de sêmen avaliada. 

 
Figura 4. Ensaio da estrutura da cromatina espermática (SCSA) da amostra 2: Citograma, onde os pontos 
representam cada estrutura avaliada quanto a cor e intensidade da fluorescência e os polígonos 
(“gates”) demonstram as regiões de espermatozoides verdes (DNA normal), vermelhos (DNA 
descompactado), e no canto inferior esquerdo restos celulares. Fluorescência com AO, 10.000 estruturas 
avaliadas. 

 

 

Já a alta correlação positiva e significativa entre o SCSA e as avaliações por 

ME, mostram que essas técnicas identificam alterações semelhantes. Contudo, o 

MET é mais sensível, pois identifica maior número de espermatozoides alterados, 

apesar do SCSA fazer a leitura de um número maior de células. 

A alta correlação positiva e significativa entre a descompactação identificada 

por AT e as alterações fracas identificadas por MET, mostram que essas técnicas 

identificam alterações semelhantes. Contudo, não se pode afirmar que o MET seja 

mais sensível, pois o valor da descompactação por AT é a média da 
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descompactação das cabeças da amostra e a do SCSA é o número de cabeças 

alteradas. 

Já a alta correlação negativa e significativa entre a descompactação e a 

heterogeneidade identificadas por AT, demonstra que provavelmente as cabeças 

são geralmente descompactadas de forma homogênea e que as cabeças com 

cromatina heterogênea geralmente não coexistem com alterações de 

descompactação homogênea, sugerindo que ambas possuam etiologias diferentes. 

A inexistência de correlação significativa entre o SCSA e a análise de 

imagem computacional de esfregaços corados com AT, demonstra que as 

alterações identificadas por estes métodos não são semelhantes. 

Como citado por Darrenet al., (2002) a ultraestrutura deespermatozoides em 

vertebrados e invertebrados tem sido investigada extensivamente ao longo de 

muitos anos, principalmente por MET. O presente trabalho mostra que, apesar de 

seu alto custo e complexidade de execução, o uso me microscopia eletrônica de 

transmissão pode ser muito útil na avaliação de alterações cromatínicas em 

espermatozoides bovinos. 

Apesar dos valores da descompactação identificada por AT serem menores 

do que por SCSA, não se deve afirmar que possuam diferentes sensibilidades, pois 

o valor da descompactação por AT é a média da descompactação das cabeças 

analisadas, ressaltando que a avaliação computacional de esfregaços corados com 

AT, necessita de etapas metodológicas mais trabalhosas, com maior demanda de 

tempo e são avaliadas apenas 100 cabeças de espermatozoides por amostra, 

diminuindo comparativamente sua acurácia. 

A análise de imagem, como técnica de avaliação de sêmen, tem sido usada 

inclusive, em diferentes espécies por diferentes pesquisadores, como Gravanceet 

al., (1999) que avaliou também sêmen bovino,Sancho et al., (1998) em ovinos, 

Kondrachi et al., (2005) em suínos, Arruda et al., (2002) em eqüinos, Gravance e 

Davis (1995) em coelhos e Higuchi et al., (2001) em ratos. No entanto, essas 

avaliações foram apenas morfológicas e não foram relacionadas às alterações 

cromatínicas. Já Beletti et al. (2004), Beletti et al (2005), Silva et al. (2008) avaliando 

sêmen de touros e Kanayama e Beletti (2011) avaliando sêmen de coelhos, 

avaliaram alterações cromatínicas utilizando técnica semelhante a utilizada a do 

presente trabalho. 
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Este método dispensa o uso de equipamentos de alto custo, viabilizando seu 

uso como método de rotina na medicina veterinária. Antes da possibilidade da 

avaliação computacional, o uso do AT também tinha como desvantagem sua 

subjetividade, porém com o desenvolvimento de algoritmos em Scilabpor Beletti et 

al. (2005), hoje esta avaliação possui tanta objetividade quanto o SCSA. 

O método do SCSA fornece o resultado do número de cabeças alteradas em 

milhares de cabeças analisadas, realiza uma avaliação rápida,com um diagnóstico 

facilmente obtido e uma medida de qualidade do sêmen.Como relatado por 

Evensonet al., (2002)em estudos preliminares em humanos, a integridade da 

cromatina dos espermatozoides medida pelo método é definida pela susceptibilidade 

à desnaturação do DNA in situ.  

Já a técnica de microscopia eletrônica de transmissão é um método 

trabalhoso e que requer um protocolocomplexo e caro. No entanto, a mesma é 

capaz de fornecer informações relativas à descompactação da cromatina nos 

espermatozoides,pela visualização de áreas de coloração mais claras que ocorrem 

devido às falhas na compactação da cromatina espermática. 

 Apesar deste trabalho não ter avaliado a real influência destas alterações 

cromatínicas identificadas por microscopia eletrônica de transmissão na fertilidade 

do macho, baseado nos bons resultados obtidos por Araújo (2013), o qual avaliando 

sêmen de peru encontrou correlação negativa com a capacidade fecundante dos 

espermatozoides e com o desenvolvimento embrionário, e baseado na alta 

correlação entre SCSA e ME obtida no presente trabalho, pode-se inferir que 

provavelmente a microscopia eletrônica de transmissão seja eficaz na identificação 

de anomalias de cromatina que interfiram na fertilidade de touros. 
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V. CONCLUSÕES 

 

É possível concluir que a 

técnica mais eficiente em detectar 

alterações cromatínicas é a MET. 

A MET identifica alterações semelhantes às identificadas por SCSA. Além 

disso,a microscopia eletrônica de transmissão é mais sensível para identificação de 

alterações cromatínicas em espermatozoides de touro do que o SCSA. 

As cabeças com cromatina heterogênea não coexistem com alterações de 

descompactação homogênea, sugerindo que ambas possuam etiologias diferentes. 

A análise de imagem computacional de esfregaços corados com AT não 

identifica as mesmas alterações identificadas pelo SCSA. 
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