
 Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.39, n.3, p.309-314, jul./set. 2015. Disponível em www.cbra.org.br 
 

_________________________________ 
Recebido: 22 de abril de 2015 
Aceito: 29 de dezembro de 2015 

Investigando a fragmentação não induzida e a susceptibilidade à fragmentação do DNA 
espermático: refinamento da avaliação espermática. Parte 2 
Investigating not induced fragmentation and susceptibility of sperm DNA:  

refinement of sperm evaluation. Second part 
 

M.B.R. Alves1, M.L. Oliveira2, R. Lançoni3, S.A. Florez-Rodriguez1, E.C.C. Celeghini1,  
R.P. Arruda3, A.F.C. Andrade4,5 

 

1Laboratório de Pesquisa e Ensino em Patologia da Reprodução Animal (LEPPaR), Departamento de Reprodução Animal, 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, SP, Brasil. 

2Laboratório de Fisiologia e Endocrinologia Molecular (LFEM), Departamento de Reprodução Animal, Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, SP, Brasil. 

³Laboratório de Biotecnologia do Sêmen e Andrologia, Departamento de Reprodução Animal, Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, SP, Brasil. 

4Laboratório de Andrologia e Tecnologia de Embriões Suínos, Departamento de Reprodução Animal, Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, Pirassununga, SP, Brasil. 

Correspondência: andrefc@usp.br 
 

Resumo 
 

A integridade do DNA espermático está intimamente relacionada com a fertilidade. Técnicas que 
avaliam o DNA espermático possuem grande importância e potencial de serem aplicadas nas rotinas das 
avaliações andrológicas. No entanto, são necessários maiores conhecimentos sobre as técnicas e seus princípios 
para permitir que sejam empregadas apropriadamente de acordo com os objetivos e resultados esperados. Dessa 
forma, assim como abordado na Parte 1, nesta Parte 2 serão abordadas técnicas de avaliação do DNA 
espermático: TUNEL, laranja de acridina e Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA). A técnica de TUNEL 
fundamenta-se na adição de nucleotídeos modificados marcados com fluorescência às fitas fragmentadas. A 
técnica avalia, portanto, diretamente a fragmentação de DNA da amostra. A sonda laranja de acridina é capaz de 
diferenciar, por meio de diferentes colorações, o DNA fragmentado do não fragmentado. Já a técnica de SCSA 
baseia-se na imposição de um desafio ao espermatozoide; esta técnica avalia a susceptibilidade dos 
espermatozoides à fragmentação de DNA, sendo, portanto, uma avaliação indireta. A presente revisão permite 
expor a opinião dos autores sobre as diferentes técnicas e suas aplicações, mostrando o potencial emprego delas 
nos exames de rotina e nas pesquisas. 
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Abstract 
 

Sperm DNA integrity is directly related to male fertility. Techniques to assess sperm DNA are important 
and have potential to be applied in routine evaluation of semen. However, the techniques and principles need to 
be further studied to apply they correctly and to get relevant results. Thus, as discussed in Part 1, Part 2 will 
address evaluation techniques of sperm DNA: TUNEL, acridine orange and Sperm Chromatin Structure Assay 
(SCSA). TUNEL is based on addition of modified nucleotides labeled with fluorescence to fragmented tapes 
evaluating, therefore, directly, the DNA fragmentation of the sample. Acridine orange differentiates fragmented 
DNA by different colors. On the other hand, SCSA are based on the imposition of a challenge to sperm. Thus, 
this technique assesses the susceptibility of sperm DNA fragmentation constituting indirect assessment. The 
review allows showing opinion of the authors about different techniques and their applications. Therefore, 
potential use of these techniques in routine exams and researches are addressed.  
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Introdução 
 

A avaliação do DNA espermático se faz essencial, uma vez que eventos relacionados à fecundação e ao 
desenvolvimento embrionário inicial dependem de sua integridade (Ahmadi e Soon-Chye, 1999). Os danos ao 
DNA podem ocorrer por uma série de fatores: temperatura ambiental elevada (Setchell, 1998; Love e Kenney, 
1999; Hansen, 2009), criopreservação de sêmen (Martin et al., 2004) e substâncias químicas provenientes do 
tabagismo em humanos (Calogero et al., 2009). Estes levam ao aumento das espécies reativas de oxigênio, 
desencadeando o estresse oxidativo nas células do epitélio seminífero e a consequente fragmentação de DNA 
(Paul et al., 2008, 2009; Pérez-Crespo, 2008). 
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Embora os oócitos possuam a capacidade de reparar os danos do DNA do espermatozoide após a 
fecundação (Ménézo et al., 2010), os mecanismos de reparação dessas células não são capazes de reparar os 
danos do DNA com elevada fragmentação. Assim, espermatozoides com altas taxas de fragmentação de DNA 
resultam em baixas taxas de fecundação e no comprometimento do desenvolvimento embrionário inicial 
(Ménézo et al., 2010). Ademais, o comprometimento do DNA espermático possui importância transgeracional, 
visto que alterações no DNA podem modificar padrões de metilação e desmetilação, ocasionando doenças e 
alterações nas gerações seguintes (Reik et al., 2001; Aitken et al., 2013; Hackett et al., 2013; Peters, 2014).  

Dessa forma, a avaliação do DNA espermático se faz essencial. No entanto, existem diversas técnicas 
com diferentes princípios. A aplicação dessas técnicas corriqueiramente é limitada pelos altos custos 
demandados, pelo pouco conhecimento dos princípios de ação e pela laboriosidade. Assim, esta segunda parte da 
revisão aborda as técnicas de avaliação direta da fragmentação de DNA (TUNEL e laranja de acridina), dando 
continuidade à abordagem feita na primeira parte, e a técnica de avaliação indireta da fragmentação de DNA, 
Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA). A revisão tem por objetivo esclarecer o funcionamento das técnicas e 
permitir que estas sejam mais acessíveis. Com isso, acredita-se que estas possam ser mais empregadas nos 
laboratórios de avaliações andrológicas de rotina bem como nas pesquisas. Serão discutidos os principais 
resultados encontrados na literatura e o potencial de aplicação da técnica. 

 
Técnica de TUNEL 

 
A técnica de TUNEL (do inglês, terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end 

labeling assay) consiste basicamente na adição, por meio da enzima terminal deoxynucleotidil transferase (TdT), 
de nucleotídeos modificados e marcados com moléculas fluorescentes às fitas fragmentadas. A técnica é capaz 
de identificar fragmentações tanto nas fitas simples quanto nas fitas duplas. No entanto, apesar de possuir alta 
sensibilidade e especificidade, é considerada um laboriosa (Krayevsky et al., 2000; Gillan et al., 2005; Motea e 
Berdis, 2010; Shamsi et al., 2011). 

O ensaio TUNEL tem como princípio a adição de nucleotídeos marcados com moléculas fluorescentes 
na extremidade livre 3’OH da fita de DNA simples ou dupla. A TdT é responsável pela incorporação dos 
nucleotídeos; esta possui a característica peculiar de não necessitar de moldes para adição destes. Esta enzima 
polimeriza os nucleotídeos marcados na extremidade livre, onde há fragmentação, e a reação é amplificada por 
reações enzimáticas secundárias (Krayevsky et al., 2000). A fluorescência é então emitida, podendo ser pelo 
método direto ou pelo método indireto. No método direto, os nucleotídeos estão ligados diretamente nos 
fluoróforos (Waterhouse et al., 2006), enquanto no método indireto, os nucleotídeos estão ligados a anticorpos 
ou a um composto químico que emite fluorescência por reação antígeno-anticorpo ou por uma reação química 
(Sutovsky et al., 2002).  

Inicialmente, o TUNEL era utilizado para identificar morte celular por apoptose (Negoescu et al., 
1998), função que teria grande importância, visto que as taxas de apoptose espermática correlacionam-se 
negativamente com a fertilidade (Walters et al., 2005). No entanto, a técnica deixou de ter essa finalidade por 
não ser capaz de diferenciar as células que estão em apoptose daquelas em necrose (Samejima e Earnshaw, 
2005). A identificação de amostras com altos índices de apoptose tem sido feita com sucesso pela técnica 
Anexina-V, que identifica a translocação da fosfatidilserina (Dogan et al., 2013; Zhao et al., 2014). O TUNEL, 
por sua vez, limita-se à mensuração da fragmentação de DNA (Negoescu et al., 1998; Dogan et al., 2013) e 
possui a vantagem de a leitura poder ser em microscopia de fluorescência ou em citometria de fluxo (Gillan et 
al., 2005). 

Quando comparado a outras técnicas de avaliação do DNA espermático, o TUNEL mostra-se superior à 
técnica do laranja de acridina na detecção de fragmentação de DNA de espermatozoides de touros (Martins et al., 
2007a). Em espermatozoides humanos, a técnica apresentou correlação positiva com a avaliação de DNA feita 
pelo azul de toluidina (r = 0,80; P < 0,001) e pelo SCSA (r = 0,63; P = 0,005; Ereinpress et al., 2004). Ademais, 
a técnica foi eficiente em distinguir homens férteis de inférteis (Ribas-Maynou et al., 2013) e predizer o 
potencial de fertilidade de touros (Martins et al., 2007b; Erickson et al., 2015). No entanto, diante de todos esses 
resultados, o método apresenta a limitação de não possuir ainda a padronização do limiar de dano ao DNA que 
possa determinar o potencial de fertilidade dos animais domésticos. Embora diversos estudos tenham sido 
realizados com o objetivo de estabelecer esses valores, ainda não há um consenso. Dessa forma, há necessidade 
de mais estudos focados nesse limiar para que a técnica, cuja aplicação demanda profissionais treinados e exige 
alto investimento, possa ser aplicada com maior efetividade na rotina clínica.  

 
Laranja de acridina 

 
A técnica pelo laranja de acridina (LA) é prática e pode ser utilizada na microscopia de fluorescência e 

na citometria de fluxo. A sonda LA é classificada como metacromática e, dessa forma, pode emitir fluorescência 
em 530nm com a colocação verde ou em 640nm com a coloração vermelha. Quando o DNA espermático está 
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íntegro, a LA se intercala entre os ácidos nucleicos e emite a fluorescência verde. O contrário ocorre quando há 
fragmentação; a sonda se liga aos grupos fosfatos das fitas simples e emite a fluorescência vermelha (McMaster 
e Carmichael, 1977; Tejada et al., 1984). Pode ser considerada como uma técnica de avaliação da 
descondensação do DNA espermático ou de avaliação da integridade do DNA espermático. 

No fim da década de 80 e durante a década de 90, foram publicados diversos trabalhos que investigaram 
a correlação dos resultados encontrados com a utilização da LA e outras técnicas de avaliação espermática 
(Ibrahim e Pedersen, 1988; Sterzik et al., 1989; Roux e Dadoune, 1989; Eggert-Kruse et al., 1996; Hoshi et al., 
1996). Entretanto, em 2000, a técnica foi adaptada por Evenson, sendo utilizada na citometria de fluxo e, assim, 
não necessitando do uso de esfregaços. A adaptação da técnica passou a apresentar grande correlação com a 
fertilidade e recebeu a denominação de Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA), que será descrita no próximo 
tópico da revisão (Evenson e Jost, 2000). 

A LA na década de 80 apresentou-se como uma importante ferramenta para indicar o potencial de 
fertilidade humano (Tejada et al., 1984). Na mesma década, estudos mostraram que a presença de 
espermatozoides positivos ao LA, isto é, corados em vermelho, apresentou correlação positiva com 
espermatozoides morfologicamente anormais (P ≤ 0,001; Ibrahim e Pedersen, 1988). Da mesma forma, a 
integridade de DNA detectada pela técnica apresentou correlação positiva com a motilidade espermática e 
quantidade de espermatozoides morfologicamente normais (Sterzik et al., 1989). A técnica apresentou ainda 
correlação positiva com a técnica do azul de anilina (Roux e Dadoune, 1989). Entretanto, apresentou-se inferior 
à técnica de azul de toluidina na detecção de compactação do DNA espermático de homens férteis e subférteis 
(Rocha et al., 2002). Eggert-Kruse et al. (1996) testaram a LA para determinar a infertilidade em homens e 
concluíram que a técnica não tinha expressão para a detecção da qualidade e capacidade funcional do 
espermatozoide, sendo baixo seu valor clínico durante a investigação de infertilidade. Os mesmos resultados 
foram encontrados por Kazerooni et al. (2009), que não viram relação da técnica com a fertilidade em homens. 

Em touros, estudos com a LA, feitos pelo grupo desta revisão, mostraram que, após o processo de 
criopreservação, pode haver aumento da descondensação da cromatina ante o uso de diferentes diluidores 
(Celeghini et al., 2008). Da mesma forma, Khalifa et al. (2008) verificaram aumento da quantidade de células 
positivas ao laranja de acridina após processo de criopreservação de espermatozoides de touros. Lymberopoulos 
e Khalifa (2010) verificaram ainda que as células positivas ao LA influenciaram as taxas de fertilidade.  

A técnica possui vantagens e desvantagens e apresenta poucos resultados em animais domésticos. Além 
disso, devido ao seu princípio de ação, a técnica possui elevada subjetividade em decorrência da mistura de cores 
que pode ocorrer dentro das células espermáticas, ocasionando confusão na leitura. Ademais, segundo 
conclusões dos estudos realizados pelo grupo da revisão, a LA perde a fluorescência rapidamente e pode haver 
um acúmulo de espermatozoides nas extremidades durante a confecção da lâmina, o que também dificulta a 
leitura dessas células. 
 

Técnica de avaliação indireta da fragmentação de DNA espermático 
 

Nessa avaliação, encontra-se a técnica SCSA, do inglês Sperm Chromatin Structure Assay. Essa técnica 
promove um desafio à célula espermática, e, portanto, aquelas células que apresentarem susceptibilidade à 
fragmentação de DNA apresentarão positividade na leitura. Como impõe um desafio à célula, é muito útil para 
verificar espermatozoides que não apresentam a fragmentação de DNA, mas que são susceptíveis a possíveis 
danos.  
 
Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) 

 
A técnica SCSA impõe um desafio ao DNA espermático ao utilizar a sonda laranja de acridina 

associada à citometria de fluxo. Por esta técnica, é possível ser determinada a porcentagem de espermatozoides 
susceptíveis à fragmentação de DNA (Evenson e Jost, 2000). Pelo fato de ser realizada no citômetro de fluxo, a 
técnica permite a análise de um grande número de células, conferindo expressividade aos resultados obtidos 
(Love, 2005). Ademais, a técnica tem se mostrado rápida e precisa na identificação da subfertilidade e 
infertilidade de homens e animais domésticos (Evenson e Jost, 2000; Evenson e Wixon, 2005; Love, 2005; 
Waterhouse et al., 2006). 

Os primeiros estudos com a técnica datam da década de 80 e, desde então, vários estudos têm sido feitos 
utilizando-se o SCSA (Evenson et al., 2002). Pela técnica, determina-se a proporção de espermatozoides com 
alta fluorescência vermelha, cujo DNA está como fita simples e, portanto, fragmentado, bem como a alta 
fluorescência verde, cujo DNA está normal, sem fragmentação (Love, 2005). Com base nos dados obtidos, é 
possível ser obtido o índice de fragmentação de DNA (DFI), encontrado dividindo-se a quantidade de células 
com fluorescência vermelha pelo total de células (Evenson et al., 2002). Além disso, pode-se determinar o HDS, 
do inglês High DNA-stainable, isto é, aqueles espermatozoides que possuem um DNA com alta capacidade de 
ser marcado. O HDS denota a população de espermatozoides imaturos e possui grande influência sobre a 
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fertilidade (Evenson et al., 2002).  
Em humanos, o DFI e o HDS são determinados como limiares para a fertilidade (Evenson et al., 1999; 

Bungum et al., 2004). Entretanto, em espécies de animais domésticos, ainda são necessários mais estudos para 
que esses limiares sejam estabelecidos. Kenney et al. (1995) avaliaram 106 garanhões férteis e subférteis durante 
a estação de monta. Os garanhões subférteis apresentaram 32% de células positivas ao SCSA enquanto os férteis 
apresentaram 16%. Morrel et al. (2008) mostraram que o DFI e a fertilidade em equinos apresentaram alta 
correlação (r = -0,63; P < 0,05). Dessa forma, a técnica apresenta potencial em ser utilizada para predizer a 
fertilidade dos garanhões.  

Em touros Holandeses, alterações na estrutura da cromatina detectadas pelo SCSA foram notadas três 
dias após a indução de estresse térmico testicular (Karabinus et al., 1997). Ainda, em touros, foi notada alta 
correlação entre SCSA e TUNEL (r = 0,82; P < 0,001), sendo as duas técnicas úteis para predizer a fertilidade 
nessa espécie (Waterhouse et al., 2006). Em estudo com sêmen de touros de alta e baixa qualidade, o SCSA e o 
Cometa foram capazes de distinguir esses grupos (Serafini et al., 2015). Além disso, a taxa de fragmentação 
verificada pelo SCSA, quando comparada à integridade de DNA verificada pelo SCD modificado, apresentou 
correlação negativa (r = -0,26; P = 0.04 Fortes et al., 2012). D’Occhio et al. (2013) mostraram que 91% dos 
touros estudados apresentaram DFI < 15%, 4% apresentaram DFI entre 15 e 27%, e 5% apresentaram DFI maior 
que 27%. No entanto, os autores não sabem se os valores podem ser comparados aos valores encontrados para 
humanos nem como estes podem influenciar a fertilidade dos touros, sendo necessários mais estudos.  

Entretanto, apesar de ter alta repetibilidade em seus resultados e correlacionar-se com diferentes 
técnicas de avaliação do DNA espermático, o SCSA tem a desvantagem de necessitar de um citômetro de fluxo 
para sua execução, tornando-o limitado a grandes centros de pesquisa e/ou laboratórios que possuam o 
equipamento, cujo investimento e manutenção são caros e cuja manipulação deve ser feita por equipe treinada. 
Po outro lado, o SCSA possui grande capacidade de predizer a fertilidade tanto em humanos quanto em animais 
domésticos. Mais estudos, portanto, são necessários para que sejam estabelecidos os limiares do DFI e HDS 
correspondentes aos reprodutores com diferentes potenciais reprodutivos. Assim, acredita-se que a técnica possa 
ser empregada na rotina dos laboratórios de avaliação espermática com maior facilidade.  
 

Considerações finais 
 

Existem diversas técnicas para a avaliação do DNA espermático, entretanto elas devem ser empregadas 
conforme o objetivo da análise. Trabalhos com reprodutores altamente selecionados para a fertilidade observam  
baixas taxas de fragmentação de DNA espermático. No entanto, o estresse térmico ou fatores relacionados à 
idade podem resultar em maior susceptibilidade de fragmentação do DNA espermático. Nesses casos, as técnicas 
de avaliação da susceptibilidade à fragmentação de DNA seriam de grande pertinência. Assim, o conhecimento 
das técnicas e de seus diferentes princípios se faz fundamental para que possa ser realizada a aplicação na rotina. 
Ademais, é muito importante que mais estudos sejam realizados para estabelecer o impacto sobre a fertilidade 
dos resultados encontrados. Dessa forma, as técnicas de DNA poderão ser utilizadas para predizer a fertilidade 
com maior segurança e confiabilidade.  
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