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RESUMO 

 

Diversos estudos têm demonstrado que durante a passagem do espermatozoide através do 

epidídimo a cromatina espermática sofre a formação de pontes de dissulfureto entre as 

protaminas, aumentando a compactação do material genético, etapa fundamental para a 

proteção e manutenção da estabilidade do DNA. O presente estudo tem por objetivo avaliar o 

processo de compactação da cromatina espermática durante a maturação do espermatozoide no 

epidídimo de camundongos. Para isso foram colhidos espermatozoides das regiões da cabeça, 

corpo e cauda do epidídimo de seis camundongos. Os espermatozoides foram avaliados por 

análise de imagem computacional de esfregaços corados com azul de toluidina, sendo analisada 

a distribuição espacial do processo de compactação da cromatina e a descompactação e 

heterogeneidade cromatínicas médias das cabeças dos espermatozoides. Os espermatozoides 

também foram avaliados por microscopia eletrônica de transmissão (MET), sendo definidos 

quatro níveis de baixa compactação cromatínica. A proporção de espermatozoides com alta 

compactação cromatínica (maduros) foi menor na cabeça quando comparada as demais regiões 

epididimárias, em ambas as metodologias utilizadas. Além disso, os níveis de baixa 

compactação na metade basal (BMB) e baixa compactação total (BCT) foram prevalentes nesta 

região. No corpo, houve o predomínio da baixa compactação na base (BB) e na região central 

(BRC). Na cauda, todos os níveis de baixa compactação diminuíram consideravelmente, sendo 

praticamente inexistentes, exceto na região central (BRC), que ainda prevaleceu em pequena 

quantidade. Baseado nesses dados foi proposta uma sequência do processo de compactação 

cromatínica no espermatozoide murino. A compactação teria início na extremidade apical em 

direção a base e das laterais para o centro da cabeça do espermatozoide, compactando-se até 

próximo da base. Posteriormente, a compactação se daria no sentido da inserção da cauda (base) 

para o centro e por fim, na região central da cabeça. A análise da descompactação e 

heterogeneidade médias da cromatina feitas por análise de imagem de esfregaços corados com 

AT e a realizada por MET demonstraram que o processo de compactação cromatínica do 

espermatozoide de camundongos iniciado durante a espermiogênese, continua durante o 

trânsito pelo epidídimo. 

 

Palavras-chave: Azul de toluidina, cromatina espermática, C57BL/6, microscopia eletrônica 

de transmissão. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Several studies have shown that during the passage of the spermatozoid through the epididymis, 

the spermatic chromatin undergoes the formation of disulfide bridges between the protamines 

increasing the condensation of the genetic material, a fundamental step for the protection and 

maintenance of DNA stability. The present study aims to evaluate the process of sperm 

condensation of chromatin during spermatozoid maturation in the epididymis of mice. For this, 

spermatozoa were collected from the head, body and tail regions of the epididymis of six mice. 

These spermatozoa were evaluated by computational image analysis of smears stained with 

toluidine blue, analyzing the spatial distribution of the condensation of chromatin process and, 

the mean decondensation and heterogeneity of the sperm heads. Spermatozoa were also 

evaluated by transmission electron microscopy (TEM), and four levels of non-condensation 

were defined. The proportion of spermatozoa with high chromatin (mature) condensation was 

lower in the head when compared to the other epididymal regions, in both methodologies used. 

In addition, low condensation levels in the basal half (LBH) and the entire length of the head 

(LCT) were prevalent in this region. In the body, there was a predominance of low condensation 

of the base (LB) and in the central region (LCR). In the tail, all levels of low condensation 

decreased considerably, being practically non-existent, except in the central region (LCR), 

which still were prevailed in small numbers. Based on these data, a sequence of the 

condensation process in the murine spermatozoa was proposed. The condensation would start 

at the apical region towards the base and from the lateral sides to the center of the spermatozoa's 

head, and compaction process would finish near the base. Subsequently, the compaction would 

occur in the direction of the insertion of the tail (base) to the center and finally, in the central 

region of the head. The analysis of the means of decondensation and heterogeneity of the 

chromatin made by image analysis of TB stained smears and the ones which were performed 

by TEM demonstrated that the process of chromatin compression of mice spermatozoa started 

during spermiogenesis continues during transit in the epididymis. 

 

Keywords: Toluidine blue, sperm chromatin, C57BL/6, transmission electron microscopy. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Embora por décadas se pensasse que os espermatozoides maduros possuíam uma 

cromatina afuncional, inerte, sem a capacidade de transcrição, recentemente os 

espermatozoides têm sido reconhecidos como sendo altamente organizados e condutores 

metabolicamente funcionais do genoma masculino (BELETTI, 2013). 

A condensação da cromatina dos espermatozoides é uma etapa essencial da 

diferenciação que ocorre durante a espermatogênese. Nesse processo entre 90 e 95% das 

histonas somáticas, em humanos (OLIVA, 2006) são substituídas por protaminas, tornando-se 

uma estrutura altamente compactada (WARD et al., 1999), denominada toróide de protamina, 

no qual 50.000 pares de bases de DNA aproximadamente estão firmemente envoltos pelas 

protaminas, formando uma estrutura em forma de donut (rosca) (ALLEN et al., 1992; HUD et 

al., 1993), essencial para a proteção e manutenção da estabilidade do DNA. Em camundongos, 

esse percentual pode chegar em 95% (BELLVÉ et al., 1988). 

O estudo sobre a integridade da cromatina espermática se tornou mais relevante após a 

intensificação do uso de biotécnicas reprodutivas como a injeção intracitoplasmática de 

espermatozoide na produção in vitro de embriões (PIVE) (LEWIS e AITKEN, 2005; 

ERENPREISS et al., 2006; FATEHI et al., 2006).  

Além disso, os avanços na área de reprodução assistida utilizando a micromanipulação 

para colheita de espermatozoides diretamente do testículo ou da cabeça do epidídimo para 

fertilização de óvulos trouxeram questionamentos em relação aos processos significativos de 

maturação dos espermatozoides durante sua passagem através do epidídimo (COOPER, 2011). 

Diversos estudos têm demonstrado que durante a passagem do espermatozoide através do 

epidídimo, a cromatina espermática sofre a formação de pontes de dissulfureto entre as 

protaminas, aumentando a condensação do material genético, adquirindo seu estado final 

altamente compactada (MARUSHIGE e MARUSHIGE, 1978; BALHORN et al., 1984; 

OLIVA e CASTILLO, 2011). 

O espermograma de rotina avalia vigor, motilidade, concentração e morfologia 

espermática. Contudo, esses parâmetros são insuficientes, pois não analisam a estrutura interna 

da célula espermática, sobretudo a cromatina (DNA e proteínas específicas), que pode melhor 

predizer o status funcional dos espermatozoides, habilidade de fecundação e desenvolvimento 

embrionário (BELETTI, 2013).  

O azul de toluidina (AT) é o corante nuclear de eleição na atualidade para a avaliação 

de cromatina e morfometria de cabeças de espermatozoides avaliados por microscopia de luz e 
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processados em sistemas computadorizados (BELETTI et al., 2005; NAVA-TRUJILLO et al., 

2012; BELETTI, 2013). No entanto, a análise do espermatozoide em microscopia de luz 

apresenta limitações, não possibilitando a identificação de determinadas variedades de defeitos 

morfológicos, incluindo alterações de organelas (MORETTI, COLLODEL, 2012).   

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) poderia ser utilizada para a avaliação 

da compactação da cromatina espermática, pois permite a análise ultraestrutural do núcleo do 

espermatozoide (ZHU, 2018), possibilitando a visualização de vacúolos nucleares e áreas não 

condensadas (WALTERS et al., 2004). 

A proposição deste estudo foi melhor compreender o processo de compactação da 

cromatina espermática durante o trânsito do espermatozoide murino através do epidídimo, pois 

falhas na compactação cromatínica podem acarretar alterações da estabilidade do DNA e de 

sinais epigenéticos e alterar a regulação genética e epigenética do desenvolvimento embrionário 

(BELETTI, 2013). 

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Espermatogênese 

 

O processo de transformação das espermatogônias, células diploides e pouco 

diferenciadas em espermatozoides, células haploides altamente especializadas é conhecido 

como espermatogênese (RAHMAN et al., 2011). Esse processo ocorre nos túbulos seminíferos 

localizados nos testículos dos animais (HAFEZ e HAFEZ, 2004), e em camundongos dura 35 

dias (HASCHEK et al., 2013). 

Os túbulos seminíferos são formados pelo epitélio germinativo e pelo tecido peritubular 

(DAVIDOFF et al., 1990). O epitélio germinativo é constituído de populações de células 

germinativas em diferentes estágios de desenvolvimento, denominadas espermatogônias, 

espermatócitos primário, secundário e espermátides (BANKS, 1992). 

Ainda, no epitélio germinativo, também estão presentes as células de Sertoli, conectadas 

por firmes junções de membrana, formando a barreira hemato-testicular. Essa barreira separa o 

epitélio germinativo em um compartimento basal e um apical. Durante a 

espermatogênese, as células germinativas devem atravessar essa barreira para finalizar a 

formação do espermatozoide no compartimento apical. Assim, neste compartimento, os 
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espermatozoides em formação não entram em contato com outras substâncias provenientes da 

difusão do sangue (HOLSTEIN, 2003). 

As espermatogônias são raras, compreendendo apenas 0,03% do total de células 

germinativas em camundongos (TEGELENBOSCH e DE ROOIJ, 1993). No entanto, 

numerosas divisões mitóticas amplificadoras transitórias nas espermatogônias progenitoras e 

diferenciadoras, seguido por duas divisões meióticas dão origem a milhões de espermatozoides 

a cada dia (PHILLIPS et al., 2010). 

Em humanos e camundongos, a maturação das células germinativas do testículo é 

subdividida em três fases: proliferativa (espermatogônias), meiótica (espermatócitos) e 

espermiogênica (espermátides), que culminam na liberação de espermatozoides maduros 

(espermiação) (COOKE e SAUNDERS, 2002). 

Espermatogônias tipo A são as células fontes, a partir delas vão ocorrer as mitoses 

(BANKS, 1992). No testículo de roedores, as espermatogônias isoladas, chamadas de Asingle 

(As) localizam-se na membrana basal dos túbulos seminíferos (HUCKINS, 1971;  OAKBERG, 

1971; DE ROOIJ, 1973), e se dividem uma vez a cada três dias (HUCKINS e OAKBERG, 

1978; TEGELENBOSCH e DE ROOIJ, 1993). 

A divisão mitótica de espermatogônias As origina um par de espermatogônias Apaired 

(Apr) que completarão a citocinese para produzir duas novas espermatogônias As (divisão de 

auto-renovação) ou permanecerão unidas por ponte intracitoplasmática e produzirão uma 

cadeia de quatro espermatogônias Aaligned (Aal4) alinhadas na próxima divisão (PHILLIPS et al., 

2010; DE ROOIJ e GRISWOLD, 2012). A espermatogonia Aaligned (Aal) pode sofrer uma ou 

mais divisões mitóticas para formar cadeias maiores de 8, 16 ou até 32 espermatogônias. As, 

Apr e Aal constituem a população de espermatogônias indiferenciadas que corresponde a 0,3% 

de células germinativas no testículo de roedores (HUCKINS, 1971; OAKBERG, 1971; 

PHILLIPS et al., 2010; VALLI et al., 2015). 

Clones maiores de espermatogônias Aal diferenciam-se em espermatogônias A1. 

Entende-se como clone o grupo de células interconectadas que surgem de uma única 

espermatogônia As. Em roedores, os clones se tornam tão grandes que preenchem segmentos 

inteiros de túbulos seminíferos. As sucessivas divisões mitóticas posteriores das 

espermatogônias A1 dão origem as espermatogônias tipos A2, A3, A4, intermediária e 

espermatogônia tipo B (TEGELENBOSCH e DE ROOIJ, 1993; THAYER et al., 2001; VALLI 

et al., 2015). 

Após as divisões mitóticas, espermatogônias tipo B iniciam a divisão meiótica. A 

meiose ocorre com mudanças na conformação da cromatina nuclear. Esses processos estão 
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relacionados com a condensação e redução do número dos cromossomos, crossing over e 

compactação do DNA espermático. Células em meiose são chamadas de espermatócitos. As 

que encontram-se na primeira divisão meiótica são chamadas de espermatócitos primários, 

enquanto as que estão na segunda divisão são chamadas espermatócitos secundários. A divisão 

dos espermatócitos secundários dará origem à células haploides, denominadas espermátides 

(HOLSTEIN, 2003). 

As espermátides passam por um processo de diferenciação em que estão envolvidos três 

processos: compactação da cromatina do núcleo, formação de enzimas do acrossoma pelo 

complexo de Golgi e o desenvolvimento do flagelo com sua implantação no núcleo 

(HOLSTEIN, 2003). O DNA dos espermatozoides é compactado pela substituição de histonas 

somáticas (proteínas nucleares básicas) por nucleoproteínas, denominadas protaminas 

(BLOCH, 1969). As espermátides são capazes de deixar o epitélio germinativo e migrar para o 

lúmen dos túbulos seminíferos, completando a fase de diferenciação. Esse processo de migração 

é chamado de espermiação (HOLSTEIN, 2003).   

Após a formação dos espermatozoides, esses são liberados na luz dos túbulos 

seminíferos e ao passarem pelo epidídimo sofrem transformações, em especial, a condensação 

do núcleo por meio de pontes dissulfídicas (BARTH e OKO, 1989). A produção diária de 

espermatozoides em camundongos é de 54 milhões por grama de parênquima testicular 

(HASCHEK et al., 2013). 

 

2.2 Espermatozoide 

 

Espermatozoides são células haplóides constituídas de cabeça, colo ou corpo, cauda 

(FLESCH e GADELLA, 2000) e membranas plasmática, acrossomal interna e externa e nuclear 

(HAFEZ e HAFEZ, 2004). A cabeça do espermatozoide é composta pelo núcleo, acrossoma e 

pequenas quantidades de estruturas citoesqueléticas e citoplasma (EDDY e O’BRIEN, 1994; 

FLESCH e GADELLA, 2000). Os núcleos de espermatozoides de camundongos possuem 

morfologia única, apresentando forma muito distinta e assimétrica, com o ápice agudamente 

curvado e pontudo, além do entalhe onde se localiza a base do flagelo (AUSIÓ et al., 2014). A 

forma de foice da cabeça do espermatozide murino pode estar relacionada com o favorecimento 

do seu movimento sobre as dobras epiteliais intedigitantes presentes na junção uterotubal após 

a cópula, pois essa barreira representa o principal obstáculo de acesso do espermatoide ao óvulo 

(YEUNG et al., 2000). A cauda é constituída por um axonema central, estrutura especializada 

do citoesqueleto, responsável pela motilidade espermática (MORTIMER, 2000). O 
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espermatozoide de mamíferos é 10 vezes menor quando comparado à célula somática (MILLER 

et al., 2010), sendo assim a organização do seu material genético é única e sua cromatina 

altamente condensada e compactada (SHARMA e AGARWAL, 2011).  

A compactação da cromatina espermática garante a integridade do genoma paterno, 

promove a motilidade do espermatozoide (MILLER et al., 2010; RATHKE et al., 2014) e o 

protege durante o percurso nos tratos genitais masculino e feminino (OLIVA, 2006; SHARMA 

e AGARWAL, 2011). 

 

2.3 Epidídimo 

 

O epidídimo é um órgão complexo que desempenha um papel fundamental na 

maturação e armazenamento dos espermatozoides (BRETON et al., 2016). Consiste em um 

ducto enovelado e está presente nos mamíferos do sexo masculino (OLIVA et al, 2009), 

localizando-se ao longo da superfície póstero-lateral do testículo (ROBAIRE e CHAN, 2010) 

e desemboca na base do ducto deferente (OLIVA et al, 2009). Morfologicamente, o epidídimo 

pode ser dividido nas regiões: cabeça, corpo e cauda (ROBAIRE e HERMO, 1988). Essa 

classificação baseia-se no estudo da altura do epitélio, do diâmetro tubular e da variação na 

frequência dos diferentes tipos celulares (GLOVER e NICANDER 1971). 

 O processo de compactação da cromatina espermática é completado durante o trânsito 

do espermatozoide através do epidídimo, quando pontes de dissulfeto e zinco entre as 

protaminas são estabelecidas, assim como há o término da formação de membranas e outras 

funcionalidades celulares (OLIVA e CASTILLO, 2011). Este processo de compactação tem 

início na cabeça do epidídimo seguindo pelo corpo até a cauda, momento em que o 

espermatozoide passa por alterações morfológicas e bioquímicas resultantes da interação com 

o microambiente epididimário, adquirindo motilidade progressiva (OLIVA et al., 2009) e 

potencial fertilizante (ROBAIRE e HERMO, 1988).  

Em estudo com epidídimos de ratos, Garret et al., (1990) observaram que os 

espermatozoides são capazes de estimular a secreção proteica das células do epitélio epididimal, 

sugerindo que o próprio espermatozoide exerça papel fundamental na composição do fluído 

epididimário. No entanto, se a espermiogênese estiver defeituosa, o espermatozoide não pode 

responder adequadamente ao microambiente do epidídimo (COOPER, 2011).  

Ainda, durante o trânsito epididimário ocorre diminuição das porcentagens de cabeças 

espermáticas anormais (SRINGAM et al., 2011), defeitos acrossomais e anormalidades da peça 

intermediária (AXNÉR et al., 1999), sugerindo a participação do epidídimo também na 
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remoção de espermatozoides anormais. A cabeça e o corpo do epidídimo relacionam-se mais 

intimamente à aquisição de motilidade e a cauda está ligada ao armazenamento e eliminação de 

espermatozoides patológicos (SERRE e ROBAIRE, 1998).  

Mesmo após a ejaculação, os espermatozoides de mamíferos não possuem habilidade 

para fecundar os oócitos, ainda estando móveis e com morfologia madura. A célula espermática 

precisa passar pelo processo de capacitação, que ocorre no trato reprodutivo feminino, para só 

então apresentarem a capacidade de fecundar (AUSTIN, 1951; CHANG, 1951). 

 

2.4 Cromatina espermática 

 

A condensação do núcleo da célula espermática representa um importante evento 

durante a espermatogênese. A compactação do ácido desoxirribonucléico (DNA) em mamíferos 

ocorre quando proteínas nucleares básicas denominadas histonas, ricas em lisina, são 

substituídas em parte ou totalmente, por protaminas, proteínas específicas de espermatozoides, 

que apresentam caráter mais básico devido sua abundância em arginina e cisteína oxidada 

(KANIPPAYOOR et al., 2013), cujo papel é reorganizar o DNA, formando uma estrutura 

altamente condensada, a cromatina (WARD et al., 1999). Camundongos possuem protamina 1 

(P1) e protamina 2 (P2) (BALHORN, 1982; AUSIÓ et al., 2014). 

As histonas são substituídas gradualmente por proteínas de transição, que por sua vez 

são substituídas pelas protaminas (MARUSHIGE e MARUSHIGE, 1975; FUENTES-

MASCORRO et al., 2000), todavia, atualmente já se sabe que a permanência de histonas no 

núcleo espermático não implica necessariamente em um erro no processo de compactação 

cromatínica (JOHNSON et. al., 2011; CARREL, 2012; AUSIÓ et al., 2014).  

Existem regiões em que as histonas variantes são mantidas em pequenas proporções, 

sendo importantes sítios de sinalização epigenética, podendo estar relacionadas com a ativação 

de genes, inclusive genes imprinted paternos (BALHORN, 2011; JOHNSON et al., 2011; 

CARREL, 2012). Ainda, conforme Gineitis et al., (2000) e Zalenskaya et al., (2000) as histonas 

podem estar associadas aos telômeros, estruturas constituídas por fileiras repetitivas de 

proteínas e DNA não codificante, e aos primeiros eventos do espermatozoide que respondem 

aos sinais do ovócito, resultando na formação do pro-núcleo masculino. 

O processo de condensação da cromatina espermática inicia-se no sentido da região 

apical para a caudal e cada protamina está ligada a aproximadamente 50.000 pares de base de 

DNA formando estruturas denominadas toróides (donut) (BALHORN, 1982; OLIVA et al., 

2009). Este processo de compactação cromatínica exige que inicialmente as fitas de DNA 
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sofram quebras pela ação da enzima topoisomerase II beta, para que sejam reorganizadas junto 

às protaminas. Ao término da protaminação, o DNA deve ser reparado, uma vez que 

compactado perde a capacidade de reparação e se torna quiescente (JENNINGS e POWELL, 

1995; WARD, 2011). Outro nível de arranjo da cromatina é a organização estrutural do DNA 

em domínios no formato de alças (WARD et al., 1989; KRAMER e KRAWETZ, 1996).  

Posteriormente foi proposto o modelo donut-alça para a estrutura da cromatina 

espermática, sugerindo que ambos os níveis organizacionais são relacionados (SOTOLONGO 

et al., 2003), assim entre os toróides de protamina existiriam alças de DNA que fixariam a 

cromatina à matriz nuclear em regiões de anexação da matriz (MARs), corroborando a 

existência de matriz nuclear espermática, ainda que sua composição e função não sejam 

completamente conhecidas (BELETTI et. al., 2004; DADOUNE, 2009; JOHNSON et. al., 

2011; CARREL, 2012). Além disso, essas alças teriam ainda regiões denominadas DNase-

sensitive-toroid-linker, provavelmente relacionadas a fragmentação de DNA danificado 

evitando que seja transferido para o embrião durante a fertilização. As argininas das protaminas 

carregadas positivamente neutralizam os grupamentos fosfato carregados negativamente e evita 

que haja repulsão entre as fitas de DNA, permitindo uma organização linear como uma estrutura 

lamelar para compactação no menor volume possível (BALHORN, 1982).  

Além de protaminas e histonas espermáticas específicas, a cromatina possui proteínas 

potencialmente ativas, incluindo alguns fatores de transcrição (PITTOGGI et al., 2001). A 

cromatina pode também ter uma organização especifica. Alguns telômeros (ZALENSKAYA et 

al., 2000) e centrômeros (YARON et al., 1998) parecem se localizar consistentemente em 

determinadas áreas do núcleo espermático. Ward e Coffey (1989) descrevem a presença do 

ânulo nuclear na cabeça do espermatozoide, sendo um componente da matriz nuclear com 

estrutura proteica de forma circular, no qual o DNA permanece ancorado mesmo após a 

descompactação. O ânulo encaixa-se na base da cabeça do espermatozoide e todos os 

cromossomos se ligam nele em algum ponto. 

A maturação do espermatozoide no epidídimo determina o estágio final da organização 

da cromatina, envolvendo perda de água, reticulação de protamina pela formação de ligações 

dissulfureto e a redução do volume dos núcleos espermáticos, juntamente com restrição 

completa da capacidade para a replicação e transcrição do DNA (JENNINGS e POWELL, 

1995). A fragmentação de cromatina e nível de condensação podem levar a diminuição do 

potencial de fertilização do espermatozoide (PUGLISI et al., 2012; SELLEM et al., 2015).  

Espermatozoides que apresentam graves alterações cromatínicas podem apresentar 

alterações na conformação da cabeça e, consequentemente, na sua hidrodinâmica, interferindo 
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diretamente na motilidade e no processo de fecundação. Alterações menos graves podem até 

não interferir na motilidade, mas os danos no DNA impediriam a união dos pró-núcleos 

masculinos e femininos, inviabilizando o zigoto. Aqueles com alterações mais leves podem não 

interferir no processo de fecundação e no desenvolvimento embrionário inicial, entretanto, 

podem comprometer as etapas posteriores do desenvolvimento embrionário. Ainda, embora 

menos frequente, a gestação pode até chegar a termo, porém os neonatos apresentariam 

alterações genéticas de diversos tipos (BELETTI, 2013). 

 

2.5 Métodos e validação de análise de cromatina espermática 

 

A análise da estrutura da cromatina espermática (Sperm Chromatin Structure Assay - 

SCSA) é um dos métodos mais utilizados no mundo para avaliar a susceptibilidade do DNA à 

desnaturação. Considerado padrão ouro, baseia-se no exame da fluorescência de 

espermatozoides corados com alaranjado de acridina (AA) que, quando submetidos ao 

citômetro de fluxo são quantificados com fluorescência verde e vermelha, que seriam, 

respectivamente, espermatozoides com cromatina normal e alterada (EVENSON et al., 1980). 

No entanto, essa técnica não permite a análise morfológica e morfométrica concomitantes do 

espermatozoide, uma vez que a cromatina é avaliada por citômetro de fluxo e a morfologia é 

avaliada em esfregaço de sêmen. 

Mello (1982) desenvolveu o método da “metacromasia induzida” para avaliação da 

cromatina espermática, utilizando azul de toluidina (AT), um corante catiônico que exibe 

fenômeno metacromático, ou seja, alteração na cor induzida pela ressonância de elétrons entre 

as moléculas do corante. Nesse método é avaliada a capacidade de moléculas do corante 

ligarem-se aos grupos fosfatos do DNA, o que está intimamente relacionado com a 

compactação do DNA. O pH 4,0 garante que outros sítios (ânions) não sejam ionizados. Os 

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

proteína se coram em violeta, posto que na cromatina normal de espermatozoides, a maioria 

dos grupos fosfatos está bloqueada por protaminas, e consequentemente, poucas moléculas do 

corante se ligam ao DNA, resultando em uma coloração de verde a azul claro, não ocorrendo, 

portanto, o fenômeno da metacromasia. Já nos espermatozoides com cromatina pouco 

compactada, haveriam mais ligações com as moléculas do corante, acarretando a ressonância 

de elétrons entre as moléculas, resultando em uma coloração de azul escuro a magenta. No 

entanto, somente alterações cromatínicas muito intensas seriam identificadas. Assim, a 

sensibilidade desse processo pode ser potencializada pela hidrólise antes da coloração de acordo 
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com o seguinte protocolo: tratamento ácido (HCL 4N a 25oC, 15 a 20 minutos) seguido de 

coloração com azul de toluidina (pH 4,0). Essa técnica permite avaliação cromatínica e 

morfológica concomitantes do espermatozoide, e apesar de mais lento, possui baixo custo 

comparado ao SCSA.  

Como a avaliação visual de esfregaços de sêmen possui certo grau de subjetividade, 

para tornar o método mais objetivo, aumentando a sensibilidade e a repetibilidade entre 

examinadores, Beletti et. al., (2005) desenvolveram software para a análise de esfregaços 

corados com AT utilizando imagens digitais capturadas em microscópio de luz acoplado à 

câmera ligada a microcomputador, que é capaz de realizar a morfometria da cabeça do 

espermatozoide e identificar alterações de cromatina espermática em sêmen de mamíferos que 

não seriam observadas pela análise visual utilizada no espermograma de rotina (HIRAIWA et 

al, 2015; LUCIO et al., 2016; KIPPER et al., 2017). 

Outras técnicas também são empregadas para identificação de alterações na cromatina 

em esfregaços de espermatozoides: coloração por AA sem o uso do citômetro de 

fluxo (TEJADA et al.; 1984), coloração com azul de anilina (ERENPREISS et al., 2001; 

HAMMADEH et al., 2001), técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase 

mediated dUTP nick end labeling assay) (MARTINS et al., 2007), teste de dispersão de 

cromatina espermática e Esperma-Sus-Halomax (ALKIMN et al., 2013). 

A microscopia eletrônica de transmissão permite a análise ultraestrutural do núcleo 

espermático, possibilitando identificar anormalidades das organelas (ZHU, 2018) bem como 

vacúolos nucleares em áreas não condensadas (WALTERS et al., 2004), que não podem ser 

visualizados em microscopia de contraste de fase (KHALIFA et al., 2008) ou por coloração 

com azul de toluidina (BELETTI e MELLO, 1996), mostrando-se um método bastante 

apropriado para a avaliação da compactação de cromatina de espermatozoide. 

 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o processo de compactação da cromatina espermática durante o trânsito do 

espermatozoide através do epidídimo de camundongos.  
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3.2 Objetivos específicos 

 

3.2.1 Avaliar a distribuição espacial do processo de compactação da cromatina espermática 

durante o trânsito do espermatozoide através do epidídimo. 

3.2.2 Avaliar a compactação média da cromatina das cabeças dos espermatozoides durante o 

trânsito através do epidídimo. 

3.2.3 Avaliar a heterogeneidade média da cromatina das cabeças dos espermatozoides durante 

o trânsito através do epidídimo. 

3.2.4 Avaliar a compactação da cromatina espermática por MET durante o trânsito do 

espermatozoide através do epidídimo. 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente estudo foi previamente aprovado pela Comissão de Ética na Utilização de 

Animais da Universidade Federal de Uberlândia, sob protocolo de registro CEUA/UFU 022/18 

(Anexo A). Os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos da Sigma (Sto Louis MO, 

USA).  

 

4.1 Animais experimentais 

 

Foram utilizados seis camundongos da linhagem C57BL/6 machos de 8 semanas de 

idade, pesando aproximadamente 22 gramas, provenientes da Rede de Biotérios de Roedores 

da Universidade Federal de Uberlândia (REBIR/UFU). Os camundongos foram mantidos em 

condições livres de patógenos específicos.  

 

4.2 Obtenção das amostras de espermatozoides 

 

Os camundongos foram anestesiados com Cetamina (Syntec Brasil Ltda, SP, Brasil) e 

Xilazina (Schering-Plough Coopers, SP, Brasil) pela via intraperitoneal e em seguida 

eutanasiados por deslocamento cervical para a colheita bilateral dos epidídimos. Após a 

colheita, os epidídimos foram seccionados em três porções: cabeça, corpo e cauda e nestas 

regiões foram realizadas pequenas incisões e, posteriormente foram suavemente pressionadas 
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para a colheita dos espermatozoides por extravasamento do líquido epididimário (KAABI et 

al., 2003).   

 

4.3 Análise da cromatina espermática 

 

4.3.1 Confecção de esfregaços com as amostras de espermatozoides das regiões do epidídimo 

 

Todos os esfregaços foram fixados em etanol-ácido acético 3:1 (v/v) por um minuto e 

posteriormente em etanol 70% por três minutos. Após a fixação, as amostras foram secas em 

temperatura ambiente. Estes esfregaços passaram por hidrólise ácida em ácido clorídrico 4N 

por 5 minutos e foram lavados em água destilada. Após secagem, os esfregaços foram corados 

colocando-se uma gota de solução de azul de toluidina (AT) 0,025%, em tampão ácido cítrico-

fosfato (tampão McIlvaine) pH 4,0. Imediatamente após foi colocada a lamínula sobre a lâmina, 

e após 3 minutos foram capturadas imagens digitais totalizando pelo menos 100 

espermatozoides por lâmina. Para a captura das imagens foi utilizado microscópio de luz Leica 

DM500 acoplado a câmera Leica ICC50 (Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, EUA), 

em objetiva de 100x (imersão). 

As análises de imagens computadorizadas foram divididas em três etapas: segmentação 

das cabeças, determinação das regiões de baixa compactação cromatínica em cada cabeça e 

análise quantitativa da compactação e heterogeneidade cromatínicas médias de cada cabeça. 

Para a segmentação das cabeças e determinação dos níveis de baixa compactação cromatínica 

segundo sua localização foi utilizado um software desenvolvido em ambiente de programação 

MATLAB e executado pelo programa Octave (HIRAIWA et al., 2015). Já para avaliação da 

baixa compactação e heterogeneidade médias da cromatina foi utilizado software desenvolvido 

em ambiente de programação SCILAB (BELETTI et al., 2005). 

 

4.3.2 Segmentação das cabeças dos espermatozoides  

 

As imagens digitais foram primeiramente segmentadas por limiarização (thresholding) 

para a obtenção de uma imagem chamada de máscara. A máscara é uma imagem binária (i.e., 

uma imagem que possui apenas dois tons de cores, no caso o preto e o branco) que, quando 

pareada com a imagem original, cria uma imagem somente com as cabeças dos 

espermatozoides, eliminando da imagem original o fundo da imagem (background), a cauda e 
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outros elementos corados. Assim, essa máscara permitiu separar cada cabeça de espermatozoide 

contida nas imagens originalmente capturadas no microscópio. 

 

4.3.3 Classificação quanto a localização da baixa compactação da cromatina 

 

O software selecionou automaticamente 6 cabeças com maior intensidade de 

compactação (mais claras) dentre todas as cabeças segmentadas de um mesmo animal. A média 

de pixels dessas 6 cabeças foi considerada como valor padrão desta amostra e a região que ficou 

abaixo desta média foi delineada pelo software por meio de demarcação de linhas brancas e foi 

determinada como área de baixa compactação cromatínica. Essas regiões delimitadas são 

visualmente identificadas por se apresentarem mais escuras (menor intensidade de 

compactação).  

Assim, níveis de baixa compactação cromatínica foram propostos de acordo com a 

localização de áreas pouco compactadas na cabeça do espermatozoide, baseado nos trabalhos 

de Beletti et al. (2004) e Souza et al, (2018). Em síntese, os níveis de baixa compactação 

cromatínica foram definidos em: (1) Baixa compactação total (BCT), a cabeça como um todo 

encontra-se pouco compactada; (2) Baixa compactação na metade basal (BMB), além do terço 

basal, atinge também até dois terços da cabeça; (3) Baixa compactação na base (BB), atinge no 

máximo o terço basal da cabeça; e (4) Baixa compactação na região central (BRC), ocorre no 

centro sem atingir as laterais da cabeça. O espermatozoide normal (N) foi caracterizado pela 

ausência de áreas pouco compactadas, portanto, considerado totalmente compactado (Figura 

1). Todas as avaliações foram realizadas por um único examinador. 

 

4.3.4 Descompactação e heterogeneidade cromatínicas médias 

 

Para a análise da descompactação (Des.) e heterogeneidade (Het) médias da cromatina 

as imagens das cabeças espermáticas foram inicialmente transformadas em tons de cinza e o 

valor médio das cabeças-padrão para essas análises foi realizado de maneira semelhante ao 

descrito anteriormente, tal como foram selecionadas automaticamente pelo software as 6 

cabeças mais claras (mais compactadas) e homogêneas da amostra e a média dos valores de 

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

espermatozoides (cabeças-padrão) deste animal. Posteriormente foi determinada a diferença 

entre o valor médio de pixels das cabeças-padrão e o valor médio de pixels de cada cabeça 

avaliada da amostra, incluindo as cabeças-padrão. Essa diferença foi transformada em 
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porcentagem do valor médio das cabeças padronizadas e caracterizou quantitativamente a 

intensidade da descompactação (Des.) da cabeça avaliada, ou seja, determinou em percentual 

quanto a cabeça em análise é menos compactada em relação as cabeças-padrão.  

O coeficiente de variação dos níveis de cinza de cada cabeça da amostra também foi 

calculado e caracterizou quantitativamente a heterogeneidade da cromatina da cabeça avaliada 

(Het). O coeficiente de variação determinou em percentual quanto a variação do valor médio 

de pixels (desvio-padrão) de uma determinada cabeça representa da média dos valores de pixels 

dessa mesma cabeça, ou seja, a variação da intensidade de compactação na cabeça do 

espermatozoide (BELETTI et al., 2005).   

 

4.3.5 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

Após a colheita dos espermatozoides, uma parcela de cada amostra foi colocada em um 

microtubo de fundo cônico de 2 mL, contendo 500 µL de solução de glutaraldeído 2,5%, em 

tampão fosfato (PBS) a 0,1 M e pH 7,4. Posteriormente foi realizada centrifugação do 

microtubo em microcentrífuga a 70 x g por 5 minutos, seguida de descarte do sobrenadante. 

Com a finalidade de retirar resíduos de glutaraldeído, por três vezes consecutivas foi adicionado 

ao pellet 1 mL de PBS, com posterior homogeneização, centrifugação por 5 minutos e descarte 

do sobrenadante. Após a etapa de lavagem foi adicionado 500 µL de solução de tetróxido de 

ósmio a 1%. Após 30 minutos, o microtubo foi então submetido à centrifugação a 70 x g durante 

5 minutos, o sobrenadante foi descartado e posteriormente, para remoção do excesso de 

tetróxido ósmio. Ao pellet de células foi então adicionado ágar 3% a 50oC e misturado de forma 

a introduzir o ágar entre as células, mas mantendo-as no fundo do microtubo. Este foi levado à 

geladeira (4oC) até a solidificação do ágar. 

Ao retirar o material incluído em ágar do microtubo, este foi partido em fragmentos de 

1 mm3. Os fragmentos foram colocados em frascos de vidro e desidratados em banhos de 5 

minutos com solução de concentrações crescentes de álcool (50, 70, 80, 90 e 95%) e depois três 

banhos de 10 minutos cada em álcool 100%. 

Descartado o álcool da última etapa da desidratação, foi adicionado solução contendo 1 

porção de álcool para 1 porção de resina Epon EMS (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, 

PA, UK) e o frasco de vidro foi tampado, permanecendo assim por 12 horas. Após este período, 

os frascos foram destampados e colocados em estufa à temperatura de 37oC por 4 horas. Então, 

a solução 1:1 de álcool e resina foi retirada e uma nova solução pura de resina Epon foi 

adicionada ao frasco. Estes foram novamente colocados em estufa à temperatura de 37oC por 



24 
 

mais 4 horas. Em seguida a resina foi novamente retirada dos frascos e cada fragmento do 

material foi colocado na cavidade de forma apropriada e identificado. Foi adicionado nova 

solução de resina Epon até completar as cavidades da forma e esta foi colocada em estufa à 

temperatura de 60oC por pelo menos 72 horas. 

Após solidificação (polimerização) na estufa, os blocos foram retirados das formas e o 

material foi cortado com ultramicrótomo Reichert-Jung (Leica Microsystems Inc., Buffalo 

Grove, IL, EUA). Os cortes, entre 60 e 90 nm de espessura foram colocados em telas de cobre 

e contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo conforme descrito por Bozzola e 

Russel (1998). 

Os cortes foram avaliados em microscópio eletrônico de transmissão HITACHI HT7700 

(HITACHI, Japão) do Centro de Microscopia Avançada da UFU.  

A avaliação de cromatina espermática por microscopia eletrônica de transmissão 

permite a visualização de áreas não compactadas como pontos ou regiões menos eletrodensas 

devido a menor concentração de DNA pela baixa compactação da cromatina do espermatozoide 

(ENCISO et al., 2011). 

Deste modo, também foram propostos níveis de baixa compactação da cromatina dos 

espermatozoides conforme alterado de Alves et al. (2016): (1) Presença de até três pontos claros 

ou uma pequena região clara; (2) Presença de quatro a oito pontos claros ou duas pequenas 

regiões claras; (3) Presença de mais de oito pontos claros ou mais de três pequenas regiões 

claras; (4) Grande região clara; (5) Pelo menos 50% da área nuclear clara. O espermatozoide 

normal (N) foi caracterizado pela ausência de pontos e/ou regiões claras na cromatina (Figuras 

5 a 10). Quando coexistiram dois ou mais níveis de baixa compactação cromatínica em uma 

mesma cabeça, considerou-se o nível mais severo. 

Foram avaliadas 1586 cabeças de espermatozoides colhidas das regiões da cabeça (611) 

e cauda (975) do epidídimo. Todas as avaliações foram realizadas por um único examinador. 

 

4.4 Análise estatística 

 

Foi verificada a distribuição normal das amostras pelo teste Kolmogorov Smirnov. 

Posteriormente, as mensurações dos parâmetros de descompactação e heterogeneidade 

cromatínicas, assim como dos níveis de baixa compactação pela análise computacional dos 

esfregaços corados com AT foram realizadas por meio do teste t pareado, pois os dados 

seguiram distribuição normal. Para a mensuração dos níveis de baixa compactação cromatínica 

observados por MET foi utilizado o teste Wilcoxon pareado, uma vez que os dados não 
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apresentaram distribuição normal. Todas as análises foram realizadas utilizando o programa 

Action/Excel.       

 

 

5. RESULTADOS  

 

Os níveis de baixa compactação da cromatina espermática foram estabelecidos de 

acordo com a localização de áreas pouco compactadas na cabeça do espermatozoide e, 

identificados por meio da análise computacional dos esfregaços corados com AT, uma vez que 

esta técnica permite a análise morfológica e morfométrica concomitantes das estruturas (Figura 

1). 

    

 

Figura 1. Fotomicrografias representativas de cabeças de espermatozoides de camundongos C57BL/6 

com diferentes regiões da cabeça pouco compactadas, identificadas pela análise de imagem 

computacional de esfregaços corados com azul de toluidina. Baixa compactação total (1); Baixa 

compactação na metade basal (2); Baixa compactação na base (3); Baixa compactação na região central 

(4), Compactação total (5).  

 

 

As porcentagens de espermatozoides, classificados conforme a região da cabeça 

espermática com baixa compactação da cromatina, encontradas em amostras de sêmen de 

camundongos C57BL/6 colhidas da cabeça, corpo e cauda do epidídimo e avaliadas por análise 

de imagem computacional de esfregaços corados com azul de toluidina estão demonstradas na 
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Figura 2. Observou-se na porção da cabeça do epidídimo que mais de 50% dos espermatozoides 

são normais (totalmente compactados) e que esse percentual foi crescente no corpo e cauda 

respectivamente. Além disso, os níveis de baixa compactação na metade basal (BMB) (16%) e 

baixa compactação total (BCT) (12,1%) foram prevalentes nesta região. No corpo nota-se que 

os níveis de baixa compactação na metade basal (BMB) e baixa compactação total (BCT) 

reduziram, predominando-se nessa região a baixa compactação na base (BB) (14,7%) e na 

região central (BRC) (6,2%). Na porção da cauda, verificou-se que todos os níveis de baixa 

compactação diminuíram consideravelmente, sendo praticamente inexistentes, exceto na região 

central (BRC), que ainda prevaleceu em pequena quantidade (4,5%). Não houve diferença 

estatística significativa entre as regiões experimentais. 

 

 

Figura 2. Porcentagens de espermatozoides, classificados conforme a região da cabeça espermática com 

baixa compactação da cromatina, encontradas em amostras de sêmen de camundongos C57BL/6 

colhidas da cabeça, corpo e cauda do epidídimo e avaliadas por análise de imagem computacional de 

esfregaços corados com azul de toluidina. 

 

 

As análises de descompactação percentual e heterogeneidade percentual cromatínicas 

médias estão demonstradas na Figura 3, e mostraram que ambos parâmetros reduziram ao longo 

do processo de maturação do espermatozoide no epidídimo, isto é, a descompactação e 

heterogeneidade foram maiores na na cabeça do epidídimo em relação as demais porções 

avaliadas. Observou-se ainda, que houve diferença significativa da descompactação entre os 
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espermatozoides colhidos da cabeça e cauda, e que embora para o parâmetro heterogeneidade 

as regiões experimentais não se diferiram estatisticamente, notou-se que os espermatozoides 

provenientes da cabeça foram mais heterogêneos quando comparados aos da cauda do 

epidídimo. 

 

      
   

Figura 3. Descompactação percentual (A) e heterogeneidade percentual (B) médias da cromatina de 

espermatozoides de camundongos C57BL/6 colhidos das regiões da cabeça, corpo e cauda do epidídimo. 

*Diferença estatística significante entre as regiões experimentais (p<0,05). 

 

 

Na análise visual ultraestrutural das cabeças de espermatozoides, a presença de pontos 

claros e/ou áreas claras nessas estruturas foram avaliados, quantificados e posteriormente 

A 

B 
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determinados os níveis de baixa compactação cromatínica (Figura 4). Percebeu-se na região da 

cabeça do epidídimo que a classificação 3 foi mais frequente e o número de espermatozoides 

normais (ausência de pontos e/ou regiões claras na cromatina nuclear) foi menor quando 

comparado na região da cauda. Além disso, no segmento da cauda notou-se um aumento das 

alterações mais brandas (classificações 1 e 2) e redução das alterações severas (classificações 

3 e 4). Não houve diferença estatística significativa entre as regiões experimentais. 

 

 

 

Figura 4. Porcentagens de espermatozoides, classificados conforme os níveis de baixa compactação 
cromatínica, encontradas em amostras de sêmen de camundongos C57BL/6 colhidas da cabeça e cauda 

do epidídimo e avaliados pela análise visual de imagens obtidas por microscopia eletrônica de 

transmissão. 

 

 

As figuras 5 a 10 representam os níveis de baixa compactação da cromatina espermática 

observados pela avaliação ultraestrutural.   
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Figura 5. Eletromicrografia representativa da cabeça de espermatozoide de camundongo C57BL/6 

indicando três pontos claros (setas), classificada no nível 1. 
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Figura 6. Eletromicrografia representativa da cabeça de espermatozoide de camundongo C57BL/6 

indicando uma pequena região clara (seta), classificada no nível 1. 
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Figura 7. Eletromicrografia representativa da cabeça de espermatozoide de camundongo C57BL/6 

indicando pontos claros (setas) e pequena área mais clara (cabeça de seta), classificada no nível 2. B: 

detalhe de A. 
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Figura 8. Eletromicrografia representativa da cabeça de espermatozoide de camundongo C57BL/6 

indicando pontos claros (mais de oito pontos claros - setas), classificada no nível 3. 
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Figura 9. Eletromicrografia representativa da cabeça de espermatozoide de camundongo C57BL/6 

indicando uma grande região clara (seta), classificada no nível 4. 
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Figura 10. Eletromicrografia representativa da cabeça de espermatozoide de camundongo C57BL/6 

considerada normal (ausência de pontos e/ou regiões claras na cromatina nuclear). 
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6. DISCUSSÃO  

 

A cromatina espermática sofre a formação de pontes dissulfídicas entre as protaminas 

durante o trânsito pelo epidídimo, aumentando a compactação do material genético (GOLAN, 

1996), o que garante a entrega de uma sequência genômica de DNA paterno intacta ao oócito 

(AITKEN et al., 2009). 

Neste estudo, observou-se ao avaliar os níveis de baixa compactação cromatínica de 

acordo com a sua localização na cabeça, que o espermatozoide murino apresenta uma sequência 

espacial ordenada de compactação durante a maturação espermática. Inicialmente, os níveis de 

baixa compactação na metade basal (BMB) e baixa compactação total (BCT) foram prevalentes 

nos espermatozoides da região da cabeça do epidídimo. No corpo, houve o predomínio da baixa 

compactação na base (BB) e na região central (BRC). Na porção da cauda, todos os níveis de 

baixa compactação diminuíram consideravelmente, sendo praticamente inexistentes, exceto na 

região central (BRC), que ainda prevaleceu em pequena quantidade. Deste modo, sugere-se que 

a compactação da cromatina espermática em murinos teria início na extremidade apical em 

direção a base e das laterais para o centro da cabeça do espermatozoide, compactando-se até 

próximo da base. Posteriormente, a compactação se daria no sentido da inserção da cauda (base) 

para o centro e por fim, na região central da cabeça (Figura 1). Esses resultados são semelhantes 

aos de estudos anteriores que descreveram o padrão ordenado de estabilização da cromatina 

espermática de camundongos que, segundo Calvin e Bedford (1971) e Krzanowska (1982) o 

sentido de compactação observado por coloração com AT seria do ápice para a parte distal da 

cabeça do espermatozoide. Ainda, nesse sentido, Fenic et al., (2004) relataram que a cromatina 

em murinos é altamente condensada da periferia para o centro e do ápice para a base do núcleo 

espermático. Martins (2018) por meio de análise digital de esfregaços de sêmen corados com 

AT descreveu sequência semelhante ao sugerido no presente trabalho para espermatozoides de 

touro, diferindo que em touros a última região a ser compactada seria a base e não o centro. 

Essa diferença possivelmente relaciona-se a dessemelhança da morfologia da cabeça dos 

espermatozoides dessas espécies.  

Kempinas et al., (1998) e Garcia et al., (2012) observaram em ratos que o atraso no 

tempo de trânsito epididimário não altera a capacidade fértil dos espermatozoides, no entanto, 

quando este tempo é acelerado houve o comprometimento da fertilidade, pois o tempo 

disponível dos processos requeridos para a aquisição da capacidade fértil restou diminuído. O 

tempo de trânsito em ratos é de 8 dias (ROBB et al., 1978; FRANÇA et al., 2005). 
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Nesse sentido, o tempo de aquisição da capacidade de fertilização dos espermatozoides 

varia entre as espécies de mamíferos, entretanto, quase todos os espermatozoides isolados da 

porção proximal da cauda do epidídimo têm capacidade de fertilização (ROBAIRE e HERMO, 

1988), sugerindo que os microambientes da cabeça e do corpo do epidídimo desempenham 

mecanismos importantes na maturação dos espermatozoides.  

Noda et al., (2019) relataram que nove genes, que são abundantemente expressos em 

epidídimos e conservados entre várias espécies de mamíferos (Pate1, Pate2, Pate3, Clpsl2, 

Epp13, Rnase13, Gm1110, Glb1l2 e Glb1l3) são dispensáveis para a maturação e fecundidade 

masculina em camundongos, visto que observaram no referido estudo que fêmeas acasaladas 

com machos knockout apresentaram um número compatível de filhotes quando comparado aos 

machos controles. Diante disso, acredita-se que o processo de compactação da cromatina 

espermática durante o trânsito no epidídimo independe da expressão de genes epididimários 

específicos e que a participação do epidídimo nesse processo provavelmente esteja relacionada 

a manutenção de um ambiente luminal ácido e com baixo teor de bicarbonato, favorecendo o 

desenvolvimento de motilidade progressiva e da maturação do espermatozoide (BROWNE et 

al., 2016). 

Observou-se também neste trabalho, que a proporção de espermatozoides com alta 

compactação cromatínica (maduros) foi menor na cabeça quando comparada às demais regiões 

epididimárias, em ambas as metodologias utilizadas, demonstrando um processo contínuo de 

compactação da cromatina durante o trânsito pelo epidídimo. Pérez-Cerezales et al., (2012) 

relataram resultados semelhantes em espermatozoides de camundongos em diferentes estágios 

maturacionais pelas metodologias SCSA e Ensaio Cometa Neutro, apresentando maior 

fragmentação do DNA e menor compactação cromatínica na região da cabeça do epidídimo 

quando comparados a cauda. Krzanowska (1982) demonstrou por meio de coloração por AT 

que durante a maturação epididimária, os espermatozoides murinos das regiões do corpo e 

cauda do epidídimo são mais compactados quando confrontados aos da porção da cabeça. 

A avaliação da cromatina por MET poderia ter maior sensibilidade para identificar 

regiões menos compactadas. No entanto, possui o viés de avaliar apenas um corte da cabeça, 

ou seja, avalia apenas parte da cabeça, portanto, pode ser que a parte avaliada apresente alta 

compactação e a região anterior ou posterior ao corte possuam áreas pouco compactadas. Um 

grande número de cabeças avaliadas poderia minimizar este viés. Provavelmente foi o que 

ocorreu neste estudo, pois a análise da descompactação e heterogeneidade médias da cromatina 

feitas por análise de imagem de esfregaços corados com AT e a realizada por MET 

demonstraram que ambos os parâmetros diminuíram ao longo do processo de maturação 
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espermática, ou seja, o processo de compactação cromatínica do espermatozoide de 

camundongos iniciado durante a espermiogênese, permanece no epidídimo. Assim, acredita-se 

que exista uma relação inversa entre a compactação e heterogeneidade cromatínicas durante a 

maturação epididimária, isto é, espermatozoides imaturos possuem cromatina mais frouxa e 

heterogênea (MARTINS, 2018). Já nos espermatozoides maduros de camundongos, a 

cromatina espermática é uniformemente e densamente compactada (AUSIÓ et al., 2014) e as 

ligações dissulfídicas estariam distribuídas de forma homogênea (CALVIN e BEDFORD, 

1971).  

Compreender o processo de compactação da cromatina espermática durante o trânsito 

do espermatozoide através do epidídimo permitiria avanços nas áreas de reprodução assistida e 

produção in vitro de embriões, assim como elucidaria parte dos episódios de subfertilidade, 

uma vez que alterações nesse processo estão associadas a problemas de fertilidade em 

mamíferos. 
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7. CONCLUSÃO 

 

O estudo dos níveis de baixa compactação da cromatina espermática durante o trânsito 

do espermatozoide murino através do epidídimo demostrou que o processo de compactação 

cromatínica do espermatozoide iniciado durante a espermiogênese, continua no epidídimo, e 

que esse processo teria início na extremidade apical em direção a base e das laterais para o 

centro da cabeça do espermatozoide, compactando-se até próximo da base; posteriormente, a 

compactação se daria no sentido da inserção da cauda (base) para o centro e por fim, na região 

central da cabeça. 
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ANEXO A 

Certificado de aprovação do projeto de pesquisa pela Comissão de Ética na Utilização de 

Animais da Universidade Federal de Uberlândia. 

 
CERTIFICADO   

  

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliação da compactação da cromatina espermática durante o 

trânsito do espermatozoide através do epidídimo de camundongos”, protocolo nº 022/18, sob a 

responsabilidade de Marcelo Emílio Beletti – que envolve a produção, manutenção e/ou utilização de 

animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa científica – encontra-se 

de acordo com os preceitos da Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899, de 15 de 

julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da  

Experimentação Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSÃO DE ÉTICA NA 

UTILIZAÇÃO DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA, em 

reunião 04 de Maio de 2018.  

(We certify that the project entitled “Avaliação da compactação da cromatina espermática durante o 

trânsito do espermatozoide através do epidídimo de camundongos”, protocol 022/18, under the 

responsibility of Marcelo Emílio Beletti - involving the production, maintenance and/or use of animals 

belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in 

accordance with the provisions of Law nº 11.794, of October 8th, 2008, of Decree nº 6.899 of July 15th, 

2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) 

and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL 

UNIVERSITY OF UBERLÂNDIA, in meeting of May 04th, 2018).   

Vigência do Projeto  Início: 01/06/2018 Término: 31/03/2019  

Espécie / Linhagem / Grupos Taxonômicos  Mus musculus – camundongo C57BL/6  

Número de animais  8  

Peso / Idade  22 g /  8 semanas  

Sexo  Macho e Fêmea  

Origem / Local  Centro de Bioterismo e Experimentação Animal 

da UFU (CBEA)  

Local onde será mantido o animal:  Centro de Bioterismo e Experimentação Animal 

da UFU (CBEA)  

Uberlândia, 07 de maio de 2018.   

 
Prof. Dr. Lúcio Vilela Carneiro Girão  

Coordenador da CEUA/UFU  

Universidade Federal de Uberlândia   

–   Comissão de Ética na Utilização de Animais   –   


