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RESUMO
	 Apesar da elevada compactação do núcleo dos espermatozóides, estes podem apresentar danos na 

cromatina, pondo em causa a correcta transmissão da informação genética paterna. Estes danos podem ser 

a consequência de processos de apoptose ou stresse oxidativo ou o resultado de falhas no empacotamento 

do ADN durante a espermatogénese, que podem ser despoletados por uma série de condições tais como a 

idade ou a exposição a contaminantes ambientais. A evidência disponível até à data indica que a integridade 

da cromatina dos espermatozóides será um parâmetro importante para a função dos gâmetas masculinos, 

reflectido quer na correlação com os parâmetros seminais, quer nas taxas de gravidez. Existem diversos 

métodos para avaliar a integridade da cromatina nos espermatozóides. No entanto, este parâmetro não 

tem sido avaliado de forma rotineira nos laboratórios de andrologia provavelmente devido à dificuldade de 

implementação das técnicas existentes. Com o aparecimento de uma técnica simples para avaliar a integridade 

da cromatina, o teste baseado na coloração tipo Diff-Quik, esta avaliação rotineira passa a ser possível. Por 
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ABSTRACT
	 Even if sperm chromatin is highly packed, the chromatin can suffer damages, which could impair the 

correct transmission of the paternal genetic information. These damages can result from apoptosis, oxidative 

stress or errors in DNA packaging during spermatogenesis, triggered by several conditions such as aging or 

the exposure to environmental pollutants. Evidence suggests the sperm chromatin integrity as an important 

parameter of the male gamete function, mirrored by the correlation with the seminal parameters as well as 

by pregnancy rates. Several methods have been used to monitor sperm chromatin integrity. However, this 

parameter is not routinely evaluated in andrology laboratories probably due to the complexity in the routine 

introduction of novel methodologies. With the development of a simple technique to monitor chromatin 

integrity, based on the use of Diff-Quik like stains, this parameter can be routinely monitored. Additionally, the 

use of antioxidants seems to be a promising answer to decrease sperm chromatin damages and, consequently, 

reduce its negative impact on fertility. 

Key-words: Sperm Function, Chromatin Integrity, Male Infertility

outro lado, o uso de antioxidantes parece ser uma solução promissora para diminuir o nível de danos na 

cromatina dos espermatozóides e, consequentemente, os seus efeitos nefastos na fertilidade. 

Palavras-chave: Funcionalidade do Espermatozóide, Integridade da Cromatina, Infertilidade Masculina

A Importância da Integridade da Cromatina dos 

Espermatozóides na Fecundação 

	 Durante o processo de fecundação o 

espermatozóide contribui com a informação 

genética paterna ao embrião. Essa informação, 

contida no núcleo dos espermatozóides está 

organizada de forma única. Em comparação com 

o que acontece nas células somáticas, a cromatina 

dos espermatozóides encontra-se num estado 

mais condensado e compacto1, característica que 

se deve à troca das proteínas nucleares presentes 

nas células somáticas (histonas) por protaminas, 

específicas dos espermatozóides, durante a 

espermatogénese2,3.  

	 Apesar do estado de compactação da 

cromatina, que lhe confere uma protecção contra 

eventuais danos4, os espermatozóides ejaculados 

apresentam por vezes danos na cromatina, o que 

pode pôr em causa a correcta transmissão da 

informação genética paterna. Numa população 

de indivíduos com problemas de fertilidade, são 

encontrados espermatozóides com danos na 

cromatina em mais de 40% dos indivíduos 5.

Mecanismos que Interferem com a Integridade da 

Cromatina em Espermatozóides

	 Os danos da cromatina dos 

espermatozóides podem apresentar-se quer sob a 

forma de quebras no ADN (ácido desoxirribonucleico) 

quer sob a forma de deficiências ao nível da 

compactação da cromatina e, apesar de não se 

conhecerem todos os mecanismos, são várias 

as circunstâncias que podem levar a danos na 

cromatina. 

A) Apoptose

	 Muitos estudos indicam que a presença 

de danos na cromatina dos espermatozóides, e 

mais especificamente de quebras/fragmentação 

do ADN, resultam de um processo de apoptose. 

De facto, numa fase final da apoptose ocorre 

www.apurologia.pt



39Acta Urol  Jul 2010; 27; 2: 37-47

A Importância da Integridade da Cromatina dos Espermatozóides na Infertilidade 

a activação de endonucleases endógenas que 

clivam o ADN6 e a fragmentação do ADN é 

frequentemente considerada como um marcador 

de apoptose, nomeadamente em relação aos 

espermatozóides7,8,9. Tem sido sugerido que um 

aumento nos níveis de apoptose leve à ocorrência de 

danos no ADN dos espermatozóides10. No entanto, 

e apesar de diversos marcadores da apoptose, 

tais como a Anexina-V, estarem presentes em 

espermatozóides, não tem sido encontrada uma 

correlação entre a presença de danos na cromatina 

e a presença de marcadores da apoptose11,12.

B) Stresse Oxidativo

	 Para além da apoptose, tem sido sugerido 

que os danos na cromatina resultem directamente 

do stresse oxidativo 8. Estudos indicam uma 

correlação significativa entre o stresse oxidativo e a 

presença de danos no ADN de espermatozóides13. 

A ocorrência de stresse oxidativo poderá ser 

devida à produção excessiva de espécies reactivas 

de oxigénio (ROS), quer por células espermáticas 

imaturas, quer por leucócitos ou macrófagos, 

durante um processo inflamatório14,15. O plasma 

seminal possui defesas antioxidantes mas quando 

a produção de ROS excede a actividade das 

defesas antioxidantes enzimáticas ocorre stresse 

oxidativo15,16,17. 

C) Falha no Empacotamento do ADN

	 A integridade da cromatina poderá ser o 

resultado de erros que ocorrem na espermatogénese 

durante o empacotamento do ADN, nomeadamente 

na troca de histonas por protaminas8. Os erros que 

ocorrem durante a espermatogénese poderão 

decorrer de deficiências na reparação das quebras 

no ADN que se originam para que haja a troca de 

histonas por protaminas18. Outro dos mecanismos 

descritos é a ocorrência de uma anomalia genética, 

mais comum em indivíduos inférteis, que se 

caracteriza por um défice em protaminas, levando 

a que o ADN esteja mais vulnerável19.

Factores Desencadeantes dos Mecanismos que 

Interferem com a Integridade da Cromatina em 

Espermatozóides

	 Muitas são as causas que podem levar 

a que ocorra apoptose, elevada produção de 

ROS, falhas no empacotamento ou mais do que 

um destes mecanismos simultaneamente. Uma 

dessas causas é o tabagismo. Estudos indicam que 

indivíduos não fumadores apresentam níveis mais 

baixos de espermatozóides com fragmentação 

do ADN do que indivíduos fumadores5. Por outro 

lado, tem sido demonstrado que a exposição a 

poluentes ambientais tem um impacto negativo 

na integridade da cromatina dos espermatozóides. 

De facto, populações de indivíduos expostos a 

contaminantes apresentam níveis mais elevados 

de danos na cromatina20,21,22. Também tem sido 

observado que, com o aumento da idade do 

indivíduo, existe uma diminuição da integridade 

da cromatina23,24. De igual modo, estudos recentes 

demonstraram que existe um aumento dos níveis 

de espermatozóides com danos na cromatina em 

indivíduos com varicocelo25 ou que tenham sofrido 

de criptorquidismo24,26,27, podendo este último 

dever-se a um aumento da temperatura testicular, 

condição que também leva a um aumento dos 

danos na cromatina dos espermatozóides28. Por 

último, tratamentos como a quimioterapia e a 

radioterapia também poderão afectar a integridade 

da cromatina dos espermatozóides29.

A Importância da Integridade da Cromatina/ADN 

na Funcionalidade dos Espermatozóides

	 Para além da importância na fecundação, 

diversos estudos mostraram que existe uma 

correlação negativa entre a presença de danos 

no ADN dos espermatozóides e os parâmetros 

seminais clássicos. De facto, existe uma 

correlação entre a integridade da cromatina e 

a concentração, a mobilidade e a morfologia 

dos espermatozóides5,7,12,24,30. Adicionalmente, 
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indivíduos normozoospérmicos, com todos 

os parâmetros seminais clássicos dentro dos 

valores normais, têm níveis de fragmentação 

de ADN significativamente mais baixos do que 

indivíduos com um ou mais parâmetros seminais 

alterados12. De igual modo, indivíduos inférteis 

apresentam um aumento dos danos na cromatina 

dos espermatozóides quando comparados com 

indivíduos férteis31.

	 O estado da cromatina dos 

espermatozóides, parâmetro que não é 

monitorizado aquando da avaliação rotineira da 

qualidade seminal, tem sido apontado como um 

indicador de infertilidade masculina32. Diversos 

autores defendem que a integridade da cromatina 

deveria ser rotineiramente avaliada juntamente 

com os parâmetros seminais clássicos24. De 

facto, foi demonstrado recentemente que, 

nalgumas situações, a integridade da cromatina 

tem maior poder preditivo da possibilidade de 

concepção natural do que os parâmetros seminais 

isoladamente33.

A Importância da Integridade da Cromatina dos 

Espermatozóides na Fertilidade

	 Embora seja controverso que a avaliação 

da integridade da cromatina dos espermatozóides 

tenha relevância na predição de uma gravidez após 

a realização de técnicas de reprodução assistida34, 

muitos são os estudos que demonstram que existe 

uma correlação entre a presença de danos na 

cromatina e os resultados em termos de fertilidade. 

De facto, discrepâncias entre estudos podem ser 

explicadas pela utilização de diferentes técnicas de 

monitorização dos danos na cromatina, diferentes 

métodos de preparação dos espermatozóides, 

dados de fertilidade resultantes de diferentes 

técnicas de reprodução assistida, e no caso da 

técnica de ICSI (injecção intracitoplasmática de 

espermatozóides), existe ainda a subjectividade da 

selecção do espermatozóide utilizado35. No entanto, 

uma correlação negativa entre a percentagem 

de espermatozóides com fragmentação de ADN 

e as taxas de fecundação tem sido apontada 

nalguns estudos5. Outros autores demonstraram 

também que a presença de níveis elevados de 

espermatozóides com danos na cromatina afecta 

a taxa de desenvolvimento embrionário5,24,36,37 bem 

como a qualidade embrionária 24,27,38. 

	 Por último, parece haver uma maior 

probabilidade de ocorrência de gravidez em 

indivíduos com baixos níveis de espermatozóides 

com danos na cromatina24,39,40,41,42, mesmo quando se 

avaliam casais sem problemas de fertilidade43,44. De 

facto, indivíduos com níveis de danos na cromatina 

considerados normais têm o dobro da probabilidade 

de obtenção de gravidez do que indivíduos com 

níveis elevados24. Por outro lado, também tem sido 

discutida a possibilidade dos danos na cromatina 

dos espermatozóides levarem à ocorrência de 

efeitos não desejados na descendência, tais 

como alterações comportamentais ou redução 

da esperança média de vida35. No entanto, são 

necessários mais estudos para validar (ou não) esta 

hipótese.

Métodos para Monitorizar a Integridade da 

Cromatina/ADN nos Espermatozóides

	 A integridade da cromatina/ADN dos 

espermatozóides pode ser avaliada usando 

diversas técnicas, com diferentes especificidades 

e analisando diferentes aspectos, tais como, a 

presença de fragmentação do ADN, a presença de 

histonas, o grau de descondensação da cromatina 

ou uma associação destes45,46,47. As técnicas podem 

basear-se em métodos de fluorescência ou métodos 

colorimétricos.

A) Métodos de Fluorescência

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-•	

mediated dUDP nick-end labelling) – este 

ensaio permite a detecção de quebras no ADN 
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de cadeia simples ou dupla, por microscopia 

de fluorescência ou citometria de fluxo. A 

visualização é feita através da ligação enzimática 

(por uma enzima transferase) de nucleótidos 

modificados aos locais de quebra12,48. Esta 

técnica é específica para a detecção de quebras 

no ADN, e portanto a sua avaliação tem uma 

baixa subjectividade, demonstrada pela 

consistência entre os resultados obtidos por 

microscopia de fluorescência e por citometria 

de fluxo12.

ISNT (in situ nick translation assay) – com •	

este ensaio são especificamente detectadas 

quebras no ADN de cadeia simples. Semelhante 

à técnica de TUNEL, neste ensaio é usado uma 

enzima ADN polimerase para promover a 

ligação enzimática de nucleótidos aos locais 

de quebra49. Desde que a técnica de TUNEL foi 

implementada em espermatozóides, o ISNT 

passou a ser menos utilizado, não tendo sido a 

técnica escolhida em estudos recentes.  

COMET (“single cell gel electrophoresis assay”) •	

– este ensaio consiste na realização de uma 

eletroforese em gel de agarose utilizando 

lisados de ADN de espermatozóides. A 

visualização de quebras de cadeia de simples 

ou dupla de ADN é feita através da marcação 

do ADN com marcadores específicos por 

microscopia de fluorescência50. 

CMA•	 3 (Guanine-cylosine-specific chromomycin 

A3) – esta técnica permite monitorizar, por 

microscopia de fluorescência, a qualidade 

da compactação da cromatina através da 

visualização indirecta da deficiência em 

protaminas. O composto usado compete 

com as protaminas na ligação ao ADN sendo 

maior a ligação quanto maior a deficiência em 

protaminas32.

SCSA (sperm chromatin structure assay) – •	

esta técnica permite avaliar a estabilidade da 

cromatina em meio ácido. A marcação do ADN é 

feita utilizando o laranja de acridina e a detecção 

é feita por citometria de fluxo. Espermatozóides 

com ADN intacto apresentam fluorescência 

verde enquanto espermatozóides com ADN 

fragmentado apresentam fluorescência 

laranja51. Juntamente com a técnica de TUNEL, 

o SCSA tem sido muito usado e considerado 

como técnica de referência. Vários estudos 

epidemiológicos, de larga escala, têm usado o 

SCSA para avaliar o impacto de contaminantes 

ambientais na integridade da cromatina52,53.    

Teste de laranja de acridina (acridine orange •	

test) – baseado no mesmo princípio de 

ligação que o descrito anteriormente para a 

técnica de SCSA. A detecção é feita através 

de uma marcação simples com laranja de 

acridina e de visualização por microscopia 

de fluorescência54. No entanto, e apesar das 

semelhanças com o SCSA, têm sido descritas 

incompatibilidades entre o marcador e a 

superfície de vidro das lâminas, bem como 

uma elevada subjectividade na interpretação 

dos resultados55. 

B) Métodos Colorimétricos

	 Os testes colorimétricos foram 

desenvolvidos de modo a substituírem os métodos 

fluorescentes que requerem equipamentos 

dispendiosos tais como o citómetro de fluxo, o 

microscópio de fluorescência ou equipamento de 

electroforese.

Azul de anilina – método de coloração simples. •	

Este composto liga-se às histonas permitindo 

a visualização da presença destas proteínas e 

dando uma indicação indirecta do estado de 

condensação da cromatina56.

Azul de toluidina – método de coloração •	

simples. Este corante básico liga-se ao ADN, 

sendo maior a marcação quanto maior for a 

exposição do ADN, facilitada quer pela presença 

de quebras no ADN, quer por descondensação 

da cromatina57.
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SCD (sperm chromatin dispersion test) – •	

técnica que permite avaliar a presença de 

espermatozóides com fragmentação no ADN. 

Após a remoção de proteínas nucleares e 

do ADN fragmentado por um tratamento 

com ácido e mistura com um meio de 

agarose, a presença de espermatozóides com 

ADN fragmentado é detectada através da 

visualização da ausência de formação de halos 

característicos em microscopia óptica58.

Teste baseado na coloração tipo Diff-Quik – •	

método simples baseado no uso da coloração 

tipo Diff-Quik, utilizada e disponível na maioria 

dos laboratórios de andrologia para a avaliação 

da morfologia dos espermatozóides. Este 

método não envolve a realização de técnicas 

adicionais, nem necessita de reagentes para 

além dos já existentes num laboratório de 

andrologia, apenas se realiza uma avaliação 

adicional. Com este método, espermatozóides 

com quebras no ADN ou com cromatina 

descondensada apresentam uma coloração 

mais escura. Este método permite uma 

detecção rápida e reprodutível da integridade 

da cromatina, sendo portanto uma técnica com 

elevado potencial para ser usada em estudos 

epidemiológicos de larga escala (Figura 1)24,59.

	 Apesar de diversos estudos demonstrarem 

a importância da avaliação da integridade da 

cromatina, e de na maioria destes testes, terem 

sido sugeridos valores de referência que permitam 

indicar a partir de que valor a fertilidade está 

afectada, este parâmetro não tem sido avaliado 

de forma rotineira nas clínicas de andrologia. Tal 

circunstância deve-se provavelmente ao facto das 

técnicas até agora existentes exigirem protocolos 

complexos e/ou requererem, na sua maioria, 

equipamentos (tais como o microscópio de 

fluorescência e o citómetro de fluxo) dispendiosos 

e inexistentes na maioria dos laboratórios de 

andrologia, impossibilitando a monitorização da 

integridade da cromatina durante a avaliação da 

qualidade espermática 55. Os testes colorimétricos 

até agora existentes também não têm sido usados 

nos laboratórios de andrologia, provavelmente 

por envolverem protocolos complexos e morosos 

e por utilizarem reagentes que normalmente 

não estão disponíveis nestes laboratórios. Com 

o desenvolvimento recente e validação de uma 

técnica simples, o teste baseado na coloração 

tipo Diff-Quik24, que não requer reagentes nem 

equipamentos adicionais aos já existentes num 

laboratório de andrologia, será possível introduzir 

a avaliação da integridade da cromatina como um 

parâmetro rotineiro de qualidade seminal. 

O uso de antioxidantes como arma terapêutica 

	 É possível que a selecção de 

espermatozóides para ICSI implique a escolha 

de gâmetas com danos na cromatina, dado 

que há uma correlação entre os parâmetros 

seminais e a presença de danos na cromatina, 

e uma qualidade seminal extremamente baixa 

ser indicação para ICSI5,35. Consequentemente, 

a utilização de espermatozóides com danos na 

cromatina pode resultar em taxas reduzidas de 

fecundação, de clivagem e de gravidez. Torna-se 

assim necessário por um lado avaliar os danos na 

Figura 1 – Avaliação da integridade da cromatina 

em espermatozóides humanos pela técnica de 

coloração tipo Diff-Quik. (A) Espermatozóides com 

cromatina integra apresentam núcleos com uma 

coloração normal; (B) Espermatozóides com danos 

na cromatina possuem núcleos que apresentam 

uma coloração escura.
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cromatina de forma rotineira como parâmetro 

da qualidade seminal, e por outro solucionar o 

problema e tentar reduzir os níveis de danos na 

cromatina. Para tal, vários estudos sugerem o 

uso de antioxidantes, que na maioria dos casos, 

resulta numa diminuição significativa dos danos na 

cromatina dos espermatozóides, nomeadamente 

de fragmentação do ADN (revisto por Greco et 

al.60). De facto, quando se administra durante três 

meses uma mistura de antioxidantes, sendo na 

maioria dos estudos composta por Vitamina C e 

E entre outros, ocorre um aumento dos níveis de 

integridade da cromatina dos espermatozóides61, 

e um aumento de taxas de gravidez62. No entanto, 

existem doentes em que o tratamento com 

antioxidantes não é eficaz63, provavelmente devido 

a diferenças na origem dos danos na cromatina.

CONCLUSÕES
	 A evidência disponível até à data indica que 

a integridade da cromatina dos espermatozóides 

é um parâmetro importante para a função dos 

gâmetas masculinos, reflectido quer na correlação 

com os parâmetros seminais, quer nas taxas de 

gravidez. Com o aparecimento de técnicas simples 

para avaliar a integridade da cromatina, como 

o teste baseado na coloração tipo Diff-Quik, é 

possível implementar a avaliação rotineira deste 

parâmetro. Por outro lado, serão necessários mais 

estudos para encontrar a metodologia a adoptar 

para diminuir o nível de danos na cromatina e 

consequentemente os seus efeitos nefastos na 

fertilidade. O uso de antioxidantes parece ser uma 

solução promissora para este problema.
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