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RESUMO

A fertilidade em ruminantes é influenciada por fatores intrínsecos espermáticos como a cromatina e 

as proteínas. Considerando que a eficiência reprodutiva do macho depende de uma nutrição 

balanceada e viável, o farelo de castanha de caju (FCC) é um subproduto de baixo custo que deve 

ser analisado quanto a possíveis efeitos na integridade cromatínica e proteica dos espermatozoides. 

Estudo 1: O estudo 1 teve como objetivos determinar: falhas na condensação da cromatina, níveis 

de expressão e localização celular das histonas: H3.3, H2b e H4B, respectivamente, em 

espermatozoides de touros de baixa (BF) e alta fertilidade (AF). Os dados foram avaliados pelo 

teste t e correlação de Pearson (P < 0,05). Os resultados do teste do azul de anilina foram diferentes 

entre os grupos BF (1.73 (0.55, 0.19)) e AF (0,67 (0,17, 0,06) (P < 0,0001), os quais também foram 

negativamente correlacionados com a fertilidade in vivo de touros (r = -0,90; P < 0,0001). Apesar 

das histonas terem sido consistentemente imunodetectadas e localizadas nos espermatozoides, estas 

não apresentaram diferenças entre os grupos. As proteínas H3.3 e H4 apresentaram 100% de 

identidade e foram conservadas entre bovinos, murinos e seres humanos. Entretanto, as variantes 

H2B foram mais conservadas entre touros e humanos do que entre humanos e camundongos. Em 

conclusão, as proteínas H2B, H3.3 e H4 foram detectáveis em espermatozoides de touros e a 

condensação da cromatina espermática, alterada pela retenção de histonas, é relacionada com a 

fertilidade de touros. Estudo 2: O estudo 2 objetivou avaliar os efeitos da inclusão de 13% de FCC 

na dieta de carneiros Morada Nova sobre as características seminais, integridade de cromatina e 

perfil das proteínas espermáticas. Vinte carneiros foram divididos em dois grupos: castanha (GCA) 

e controle (GCO).que receberam na dieta 13% e 0% de FCC durante 90 dias, respectivamente. Os 

grupos foram comparados quanto ao peso vivo, circunferência escrotal, parâmetros seminais, 

integridade de cromatina e perfil das proteínas espermáticas aos 0, 45 e 90 dias de experimento. Os 

dados foram analisados pelo método GLM para medidas repetidas (P < 0,05). Aos 90 dias o GCA 

(69,00% (7,38; 2,33) apresentou porcentagem de espermatozoides móveis superior ao GCO 

(60,00% (9,43; 2,98)) (P<0.05). Não houve efeito da dieta contendo FCC sobre a integridade da 

cromatina. Porém, os percentuais das proteínas ODF1 e H2B foram mais elevados nos carneiros do 

GCA (P < 0,05). As proteínas: ODF1, GPX4, FTL e H2B foram negativamente correlacionadas 

com a qualidade da cromatina espermática. Em conclusão, a inclusão de FCC na dieta de carneiros 

não afetou negativamente a qualidade seminal. 

Palavras-chave: espermatozoide, histonas e integridade cromatínica



ABSTRACT

The ruminant fertility is influenced by intrinsic sperm factors, like chromatin or proteins. 

Considering that the reproductive efficiency is dependent on a balanced and feasible nutrition, the 

cashew nut meal (CNM) is a low cost byproduct that must be analyzed for possible effects on sperm 

chromatin and proteins.Study 1:. The objectives of study 1 were to determine failures of chromatin 

condensation, expression levels and cellular localizations of histones; H3.3, H2B and H4, 

respectively in spermatozoa from low (LF) vs. high fertility (HF) bulls. The data were analyzed by t 

test and Pearson correlation (P < 0.05). We demonstrated that aniline blue staining was different 

within LF (1.73 (0.55, 0.19)) and HF Groups (0.67 (0.17, 0.06) (P < 0.0001), which was also 

negatively correlated with in vivo bull fertility (r = -0.90; P < 0.0001). Although those histones were 

consistently immune-detectable and specifically localized in bull sperm, this was not different 

between the two groups. Except H2B variants, H3.3 and H4 showed 100% identity and conserved 

among bovine, mouse and human. The H2B variants were more conserved between bovine and 

human than those of mouse. In conclusion, we showed that H2B, H3.3 and H4 were detectable in 

bull spermatozoa and that sperm chromatin condensation status, changed by histone retention, is 

related with bull fertility. Study 2: The objectives of study 2 were evaluate the effects of 13% of 

CNM inclusion in the diet of Morada Nova rams on the semen parameters, chromatin integrity and 

sperm proteins. Twenty rams were distributed in two equal groups: cashew nut group (CNG) and 

control group (COG) that received 13% and 0% of CNM in the diet for 90 days, respectively. The 

groups were compared for live weight, scrotal circumference, seminal parameters, chromatin 

integrity and sperm protein profile at 0, 45 and 90 days of the experiment. The data were evaluated 

by GLM for repeated measures (P < 0.05). At 90 days, CNG (69.00% (7.38; 2.33)) presented 

percentage of motile sperm superior than control group (60,00% (9,43; 2,98)) (P<0.05). There was 

not effect from the diet with CNM on chromatin integrity. But, the percentages of protein 

expression from ODF1 and H2B were larger in the CNG (P<0.05). The proteins: ODF1, GPX4, 

FTL and H2B were negatively correlated with sperm chromatin quality. In conclusion, the cashew 

nut meal did not affect negatively the semen quality. 

Keywords: spermatozoa, histones and chromatin integrity
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1 INTRODUÇÃO

A eficiência reprodutiva é uma necessidade ao sucesso econômico da produção animal. 

Considerando que, a capacidade reprodutiva dos machos afeta em significativa proporção as taxas 

de procriação de um rebanho, estudos relacionados à predição da fertilidade de reprodutores são 

vitais para incrementar a geração de produtos de origem animal. Classicamente, a avaliação de 

reprodutores é baseada em biometrias corporais e testiculares e, em exames das características 

seminais. 

Entre os parâmetros tradicionalmente mensurados têm-se: concentração, motilidade e 

morfologia dos espermatozoides. Contudo, existem alterações espermáticas moleculares que podem 

não ser constatadas por meio destas análises clássicas. Dentre estas anomalias existem os danos 

presentes à cromatina espermática, pois, espermatozoides maduros normais devem ter seu genoma

organizado, em uma estrutura ímpar altamente condensada, para sua proteção durante o trajeto até a 

fecundação. Além disso, entre as moléculas orgânicas importantes para a fertilidade espermática, 

destacam-se as proteínas. Estes polímeros de aminoácidos desempenham funções celulares 

estruturais, enzimáticas, de transporte e proteção. Desta forma, nas duas ultimas décadas, as 

proteínas espermáticas vêm sendo investigadas como potenciais marcadores não apenas da 

qualidade seminal, mas também de fertilidade. 

A manutenção da eficiência reprodutiva dos machos depende de um manejo nutricional 

corresponde a principal parcela de gastos. Assim, o custo constante com a nutrição adequada dos 

reprodutores motiva a utilização de alimentos baratos e nutritivos. Em regiões tropicais, resíduos 

agroindustriais correspondem a uma opção viável na composição da dieta para animais de 

produção. Neste contexto, o farelo de castanha de caju, oriundo de sobras não qualificadas para 

consumo humano, se apresenta como um ingrediente interessante para alimentação de ruminantes 

no nordeste brasileiro. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 A importância da cromatina espermática na avaliação de reprodutores.

A função dos reprodutores em um sistema zootécnico é contribuir para o mérito genético do 

rebanho gerando uma população espermática em quantidade e qualidade necessárias para não 

apenas alcançar e fertilizar o oócito como também manter o desenvolvimento embrionário inicial 

(Amann e Dejarnette, 2012). Os espermatozoides são células germinais maduras, produzidas pelos 

testículos e estruturalmente divididas em cabeça e flagelo (Eddy, 2006). A célula espermática 

madura possui volume e citoplasma reduzidos, sua cabeça é principalmente ocupada pelo 

acrossoma e o núcleo, o qual é altamente condensado (Pesch e Bergmann, 2006). Esta condensação 

se deve a distinta estrutura que a cromatina espermática possui que difere da estrutura básica de 

nucleossomos das células diploides e gametas femininos (D´Occhio et al., 2007). A cromatina é um 

dinâmico e estruturado complexo de proteínas e DNA (Soldi e Bolnadi, 2013), sendo o genoma 

haploide de espermatozoides maduros basicamente associado a nucleoproteínas denominadas 

histonas e protaminas. 

Durante a espermatogênese ocorre uma sistemática reposição das histonas pelas protaminas 

(Rousseaux et al., 2009). Nos estágios iniciais, as espermatogônias e espermatócitos apresentam 

basicamente as histonas centrais, H2A, H2B, H3 e H4, que compõem um octâmero proteico, o

nucleossomo (Hazzouri et al., 2000). Durante a espermiogênese, as espermátides iniciais têm suas 

histonas repostas pelas chamadas proteínas de transição testiculares, representadas principalmente 

pela TP1 e TP2 (Steger et al., 1998; Meistrich et al., 2003). E ao final da espermiogênese, as 

proteínas de transição são repostas pelas protaminas que por meio de seus aminoácidos básicos se 

associam ao DNA, formando uma estrutura cromatínica densa e compacta (Lewis et al., 2003). Em

humanos, primatas, equinos e murinos encontramos as protaminas 1 e 2, porém nos ruminantes, 

suínos e caninos encontramos apenas a protamina 1 (Dadoune, 2003). A maior porção das 

nucleoproteínas espermáticas é representada pelas protaminas, variando de 85% em humanos a 95% 

em touros, cavalos e roedores (Gatewood et al., 1990; Bench et al., 1996).
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Figura 1. Estrutura da cromatina nos espermatozoides (adaptado de Carrell et al., 2012).

Após a espermatogênese, os espermatozoides imaturos serão submetidos a um conjunto de 

alterações celulares no epidídimo relacionadas às modificações de proteínas membranares, 

aquisição da motilidade, aumento da condensação da cromatina e desenvolvimento do potencial 

capacitante, chamado de maturação epididimária (Aitken e Vernet, 1998). A elevação do grau de 

compactação cromatínica é devido à formação de pontes dissulfeto entre as protaminas (Dias et al. 

2006). Desta forma, um espermatozoide maduro normal possui a estrutura de cromatina mais 

compacta entre as células eucariotas, a qual é caracterizada por arranjos toroidais semelhante a um 

pneu (Figura 1) (Fuentes-Mascorro et al. 2000).

Durante a formação, maturação e transporte no trato reprodutivo, os espermatozoides estão 

sujeitos a agentes deletérios, como por exemplo: altas temperaturas, espécies reativas de oxigênio, 

ambientes ácidos (Suarez e Pacey, 2006). Da mesma forma, os processamentos de diluição, 

centrifugação, criopreservação e sexagem para utilização dos espermatozoides em biotécnicas 

reprodutivas, como inseminação artificial e produção in vitro de embriões, também promovem 

prejuízos na qualidade espermática (Oehninger et al., 2000; Suh et al., 2005; Barthgate, 2008).

Neste contexto, um dos alvos destas fontes danosas é a cromatina espermática.
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Os danos à cromatina podem ser avaliados basicamente pela frequência de fragmentação da 

cromatina via apoptose, por incidência de fraturas no DNA e pelo grau de condensação do DNA 

pelas protaminas (Silva e Gadella, 2006). Assim, análises têm sido empregadas com o intuito de 

avaliar a ocorrência e extensão destas alterações e suas consequências na fertilidade.

O teste de dispersão da cromatina em espermatozoides (sperm chromatin dispersion test, 

SCD) se baseia na avaliação da dispersão da cromatina após a lise celular, por meio de corantes 

nucleares fluorescentes ou não (Fernandez et al., 2003). As células espermáticas com DNA 

fragmentado (positivas) apresentam um grande halo ao redor da região da cabeça (García-Macías et 

al., 2007).

Espermatozoides que sofreram apoptose podem apresentar, como dano terminal, a 

fragmentação do DNA por endonucleases, este fenômeno é avaliado pelo teste de TUNEL (técnica 

de inserção de nucleotídeos biotinilados na extremidade do fragmento do genoma, Terminal

deoxynucleotidyltransferase-mediated dUDP nick-end labeling) (Gorczyza et al., 1993). Esta 

abordagem quantifica a ligação, via enzimática (terminal deoxynucleotidyl transferase), de

nucleotídeos (dUTP) conjugados com FITC, nas extremidades 3´OH- de fraturas do DNA, 

mensurando a quantidade de espermatozoides positivos com a fluorescência verde (Oosterhuis et 

al., 2000). 

Outro teste utilizado para a análise da integridade do DNA espermático é o ensaio de 

eletroforese em gel de célula única (COMET). Basicamente, neste ensaio, esfregaços de 

espermatozoides fixados em agarose, são lisados, submetidos à eletroforese e marcados com 

corantes fluorescentes para visualização do DNA (Simon e Carrel, 2013). Ao final, as células 

normais (negativas) apresentam o DNA apenas ao redor da região da cabeça, enquanto, as células 

espermáticas que contém o DNA fragmentado (positivas) possuem um arrasto destes pedaços de 

DNA, semelhante à cauda de um cometa (Boe-Hansen et al., 2005). Contudo, esta técnica ainda 

possui entre suas limitações uma carência de padronização entre os laboratórios (Evenson e Wixon, 

2006).

Além das análises microscópicas da cromatina espermática, métodos utilizando a citometria 

de fluxo também são utilizados com a vantagem de avaliarem milhares de células espermáticas por 

minuto (Evenson et al., 1991). Um dos mais utilizados é o ensaio de estrutura da cromatina 

espermática (SCSA) que utiliza o laranja de acridina, um corante metacromático, capaz de 

fluorescer em vermelho nas regiões cromatínicas com DNA fragmentado e em verde nas áreas 

normais (Love et al., 2005). Os parâmetros obtidos com esta análise tem sido correlacionados com a 

fertilidade em touros (Bocheneck et al., 2001) e varrões (Evenson et al., 1994). Está técnica têm 
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sido associada não apenas a microscopia de fluorescência, mas também, a citometria de fluxo 

(Fernandez et al., 2003).

No tocante as análises de condensação da cromatina dos espermatozoides, também se 

destacam as análises citoquímicas utilizando corantes nucleares, como o azul de anilina (AZAN) e 

azul de toluidina (AZTO), em microscopia de campo claro (Talebi et al., 2012). A avaliação da 

cromatina espermática pelo corante azul de anilina (AZAN) marca em azul escuro células anormais 

que possuem um elevado grau de persistência de histonas (Foresta et al., 1992). Esta coloração 

possui alta afinidade pelos resíduos de lisina que enriquecem as histonas (Franken et al., 1999). O 

aumento da porcentagem de espermatozoides positivos para este ensaio se relacionaram

negativamente com a fertilidade em touros (Vieytes et al., 2008; Mukhopadhyay et al., 2011). 

Khalifa et al. (2008) também estudando reprodutores bovinos observaram que os resultados 

positivos para o ensaio de AZAN foram correlacionados positivamente com a diminuição da 

população de células normais e viáveis.

O azul de toluidina (AZTO) é um corante acidofílico metacromático que se liga a grupos 

fosfatos livres no DNA, corando de azul escuro à violeta a cromatinas espermáticas anormais 

(Mello, 1982). A metacromasia é uma qualidade física de alguns corantes que promove uma 

alteração de cor causada por ligações a estruturas particulares de células e tecidos (Exbrayat, 2013). 

A coloração nuclear metacromática do azul de toluidina em espermatozoides tem sido associada a 

uma redução na compactação da cromatina devido à diminuição das pontes dissulfeto entre as 

protaminas (Andreetta et al., 1995). Adicionalmente, a porcentagem de espermatozoides positivos 

para o AZTO também são correlacionados com resultados positivos para os testes do laranja de 

acridina e do TUNEL, demonstrando também a relação deste ensaio com a integridade de DNA 

(Erenpreisa et al., 2003). Belletti et al. (2005) observaram que anormalidades cromatínicas em 

touros ocorrem em células espermáticas morfologicamente normais, destacando a importância de se 

adicionar o AZTO as avaliações andrológicas. Adicionalmente, o ensaio da integridade de 

cromatina pelo AZTO foi considerado um componente importante na composição de um modelo de 

para predição da fertilidade de touros baseado em características espermáticas in vitro (Oliveira et 

al., 2013).

Considerando que o aumento de danos ou falhas na compactação do DNA espermático 

reduzem as clivagens iniciais in vitro (Van Soom et al., 2007; Lechniak et al., 2008), anteriores a 

expressão do genoma embrionário que se inicia nos estágios de 2 à 8 células em bovinos (Memili e 

First, 2000; Meirelles et al., 2004), as técnicas supracitadas de avaliação da cromatina espermática 

devem ser exploradas para predição da fertilidade de reprodutores. Além disso, sabe-se que a 
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integridade da cromatina é dependente de proteínas, desta forma estudos proteômicos da cromatina 

espermática têm sido conduzidos, principalmente com seres humanos e animais de laboratório (Wu 

et al., 2008), mas ainda são escassos em animais de produção.

2.2 As proteínas espermáticas: potenciais marcadores de qualidade seminal e fertilidade em 

animais.

O espermatozoide é uma célula altamente especializada que necessita da integridade de suas 

proteínas para transpor o trato reprodutivo feminino, adquirir as mudanças moleculares, estruturais 

e metabólicas relacionadas à capacitação, fecundação oocitária e manutenção do desenvolvimento 

embrionário inicial (Conner e Barrat, 2006; Kovac et al., 2013). Além destas funções, também 

temos cadeias peptídicas protegendo os espermatozoides durante o trajeto no trato reprodutivo 

feminino, como por exemplo, as proteínas da membrana espermática ancoradas ao 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) que reduzem a fagocitose por macrófagos (Hutchinson et al., 2005). 

Desta forma, os espermatozoides têm se tornado o foco de experimentos baseados na identificação 

de marcadores proteicos de fertilidade nos machos (Dorus et al., 2012; Govindaraju et al., 2012).

Nesta recente área de estudo pós-genômica são aplicadas as abordagens proteômicas, que se 

constituem em análises de alterações na quantidade ou nas modificações pós-traducionais de 

proteínas extraídas de células ou fluídos biológicos (Huber, 2003). Atualmente, estas pesquisas 

ainda são principalmente realizadas em humanos e animais de laboratório, porém vem sendo 

desenvolvidas de forma crescente em animais de produção.

O proteoma espermático é uma variada coleção de peptídeos. Na célula espermática de 

roedores já foram identificadas mais de 5000 proteínas, localizadas em sua maioria no interior da 

célula (82%), principalmente associadas às mitocôndrias, desempenhando funções de catalise, 

ligação, transporte, oxido-redução e interação com o DNA (Baker et al., 2008). Como a célula 

espermática possui porções distintas, como a membrana plasmática e o núcleo, análises 

regionalizadas aumentam a capacidade de identificação de proteínas produzidas em menores 

quantidades. Nesse sentido, van Tilburg et al. (2013) avaliando a fração enriquecida da membrana 

espermática ovina, observaram mais de cem isoformas e identificaram mais de 30 proteínas 

relacionadas principalmente a funções de ligação (37%), catalise (32%), proteínas auxiliares no 

enovelamento (chaperonas) (9%) e estrutural (7%). Fato este também confirmado em bovinos, onde 

a análise das redes de interações das proteínas membranares dos espermatozoides revelou três 

grupos principais: proteases, enzimas metabólicas e chaperonas (Byrne et al., 2012). Vale destacar
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que estudos comparativos entre espécies, demonstram que as proteínas da membrana espermática 

foram as que mais sofreram diferenciação evolutiva nos mamíferos, provavelmente por estarem 

sujeitas a uma complexa pressão de seleção durante os contatos e interações do exterior do 

espermatozoide com os fluídos e células do trato reprodutivo (Dorus et al., 2010). Além disso, as 

proteínas de membrana isoladas dos espermatozoides são também oriundas de secreções

epididimários (Marengo et al., 2008; Moura et al., 2010) e das glândulas sexuais acessórias (Moura 

et al., 2007; Souza et al., 2012). Quanto as principais nucleoproteínas espermáticas, destacam-se as 

protaminas e as histonas, porém também são identificadas proteínas associadas à cromatina com 

funções de transcrição (fatores de transcrição), constitutivas (housekeeping proteins, 

phosphofrutoquinases), de citoesqueleto (proteína filamentosa intermediária-1) e de sinalização 

(proteína quinase Ca-dependente) (de Mateo et al., 2011; Chu et al., 2006).

O proteoma espermático também pode refletir a capacidade fecundante das células. Por 

exemplo, espermatozoides morfologicamente normais de bovinos apresentam maior quantidade de 

proteínas que modulam a capacitação, as interações com o oócito e as estruturas do citoesqueleto, 

quando comparados aos anormais, os quais expressam mais proteínas relacionadas à regulação do 

estresse oxidativo, apoptose e metabolismo (Shojaei Saadi et al., 2013). Proteínas espermáticas 

também têm sido correlacionadas com parâmetros de qualidade seminal, como motilidade ou 

morfologia. A atividade da enzima conversora de angiotensina (ACE) identificada na membrana 

espermática já foi associada à motilidade espermática em equinos (Ball et al., 2003) e bovinos 

(Costa et al., 2012). Adicionalmente, em touros a utilização de captopril, um fármaco inibidor da 

ACE, durante a indução da capacitação afetou negativamente a motilidade (Costa e Thundathil, 

2012). Em suínos a expressão espermática da chaperona HSP70 foi correlacionada positivamente 

com a motilidade e morfologia nos ejaculados (Huang et al., 2000). Além disso, enzimas 

responsáveis por modificações pós-traducionais também podem afetar a fertilidade. Como modelo, 

camundongos nocauteados para sulfotransferases de resíduos de tirosina (TSP2) apresentam uma 

alteração na expressão de metaloproteinases (ADAM3 e ADAM6) na membrana espermática que 

reduziram as interações entre espermatozoides e oócitos relacionadas à infertilidade (Marcello et al., 

2011).

Nos animais de produção existe uma necessidade da elaboração de protocolos e seleção de 

reprodutores que tenham por objetivo elevar a congelabilidade das células espermáticas para 

programas de inseminação artificial, neste contexto a abordagem proteômica também vem se 

tornando uma estratégia promissora (Moore e Thatcher, 2006). Pois, o processo de criopreservação 

afeta negativamente proteínas do citoesqueleto espermático bovino (actina F e distrobrevina b), 
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sendo estas perturbações associadas ao aumento de fragilidade na teca perinuclear e alterações na 

morfologia espermática (Felipe-Perez et al., 2012). Além disso, a preservação pelo frio também 

diminuiu a concentração de enzimas oxido-redutoras (GSH) presentes em espermatozoides bovinos, 

sendo estes resultados influenciados pelo tipo de diluidor (Stradaioli et al., 2007). Em suínos a 

congelação dos espermatozoides promoveu alterações nas nucleoproteínas, Histonas H1 e 

protaminas, relacionadas a danos da cromatina (Flores et al. 2008; Flores et al., 2011). Assim, 

considerando a relação da criopreservação com as proteínas espermáticas, tem sido realizadas 

investigações de potenciais marcadores proteicos para congelabilidade. Em suínos, as correlações

positivas entre a quantidade de uma chaperona (HSP90AA1) com a motilidade e a integridade 

espermáticas após a congelação, sugeriram a validação desta proteína como um marcador molecular 

de congelabilidade (Casas et al., 2010).

Devido às associações entre peptídeos e características desejadas nos espermatozoides, as 

proteínas espermáticas têm sido investigadas como possíveis preditores de fertilidade. Assim, 

quando as proteínas de espermatozoides de touros com fertilidades variadas foram comparadas, os 

animais de baixa fertilidade apresentaram maiores expressões de duas chaperonas (CCT5 e CCT8), 

duas proteínas membranares (ELSPBP1 e BSP1) e uma protease (PSMB6) e, os de alta fertilidade 

foram superiores para uma adenilato quinase (AK1) e uma proteína inibidora de proteases 

intracelular (PEBP1), estas duas últimas foram associadas ao metabolismo energético para 

motilidade espermática e ao processo de capacitação, respectivamente (D´amours et al., 2010). Na 

raça Nelore, a espermadesina aSFP e a BSPA3 foram mais expressas na membrana da população 

espermática de reprodutores de alta e baixa fertilidade, respectivamente (Roncoletta et al., 2006) 

Ainda em bovinos, outro estudo também demonstrou uma expressão superior da adiponectina, que 

possui funções relacionadas ao efluxo de colesterol durante a capacitação, em espermatozoide de 

touros de alta fertilidade (Kasimanickam et al., 2013). Peddinti et al. (2008) realizaram uma 

avaliação global da expressão e associação das proteínas espermáticas em touros de fertilidade 

distintas e, constataram 125 proteínas que diferiram entre os fenótipos de alta e baixa fertilidade, 

destacando que nos animais de alta fertilidade as três vias de interação principais foram de 

sinalização pelo EGF/PDGF, fosforilação oxidativa e metabolismo de piruvato as quais atuam na 

capacitação e motilidade dos espermatozoides . Adicionalmente, em equinos, proteínas relacionadas 

à fisiologia acrossomal (NSF, sinaptotagmina e caveolina-1) foram mais expressas nos 

espermatozoides de fertilidade elevada (Gamboa e Ramalho-Santos, 2005). Finalmente, podemos 

considerar a análise das proteínas espermáticas como uma ferramenta promissora na avaliação 

andrológica dos animais de produção.
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2.3 As abordagens proteômicas associadas a eletroforese em gel.

A proteômica envolve estudos de identificações, interações e modificações pós-traducionais 

de proteínas (Chich, 2001). Porém, mesmo sendo uma estratégia eficiente na investigação da 

dinâmica celular sob diferentes condições, ainda é pouco utilizada em animais de produção 

(Lippolis e Reinhardt, 2010). Em pesquisas abordando a comparação de amostras biológicas 

contendo um conjunto variado de proteínas, a separação destas comumente se realiza pela utilização 

de técnicas de eletroforese em gel. 

A eletroforese é um método de separação que se baseia na migração de moléculas 

carregadas em um campo elétrico (Righetti, 2005). Dentre os tipos de eletroforese em gel 

unidimensionais mais utilizados podemos citar: a eletroforese nativa unidimensional (1D-PAGE), 

onde a migração das moléculas peptídicas no gel ocorre em função conjunta de sua massa e carga e

a eletroforese desnaturante unidimensional (SDS-PAGE), na qual devido à utilização do detergente 

dodecil sulfato de sódio (SDS) as proteínas são desnaturadas para então migrarem no gel apenas em 

função da sua massa molecular (Figura 2) (Chiou e Wu 1999). Nestas técnicas, várias amostras 

podem ser comparadas em um mesmo gel, porém, as bandas proteicas podem apresentar mais de 

um tipo de proteína (Figura 2). Esta limitação na separação das proteínas foi superada pela técnica 

de eletroforese bidimensional (2D-PAGE).

A 2D-PAGE combina dois métodos distintos e sequenciais, o primeiro baseado na separação 

em função do ponto isoelétrico (pI) realizada em um gel estreito em formato de fita, sendo este em 

seguida depositado sobre um gel de SDS-PAGE para a segunda subdivisão das moléculas (Figura 2) 

(Gorg et al., 2009). Para a visualização das proteínas nos géis 1D e 2D são utilizados métodos de 

coloração, como por exemplo, a coloração por prata, coomassie (R-250® ou G-250®) ou 

fluorescência (CyDyes® ou SYPRO®) (Panfoli et al., 2012).
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Figura 2. Imagens de géis oriundas das técnicas de eletroforese desnaturante unidimensional (SDS-

PAGE) (A) e eletroforese bi-dimensional (B). 1A: os números de 1-8 representam as amostras, a 

letra S representa o padrão de peso molecular e os traços escuros compreendem as bandas proteicas. 

(imagens obtidas de Chiou e Wu (1999)). 

Atualmente, a identificação das proteínas de interesse nos géis é principalmente realizada

pela técnica de espectrometria de massas (Schevchenko et al., 2006). O espectrômetro de massa 

basicamente realiza a ionização dos peptídeos, pelos métodos de dessorção-ionização a laser 

auxiliada por matriz (MALDI) ou ionização por eletronebulização (ESI), que posteriormente 

seguem para o analisador de massas, que pode ser de vários tipos e combinações como tempo-de-

voo (TOF), quadrupólo (Q) ou Q-TOF, onde são separados e detectados em função da relação 

massa/carga (m/z) (Domon e Aebersold, 2006). Os dados gerados pela espectrometria de massas 

são analisados por meios de programas como o MASCOT® ou SEQUEST® para a identificação 

das proteínas em bancos de dados como NCBI® ou SwissProt® (Grosse-Coosmann et al., 2005).

Além da identificação por espectrometria de massas, peptídeos também podem ser imuno-

identificados por meio de anticorpos. Dentre as técnicas utilizadas o Western blot está entre as 

principais. O Western blot, também conhecido como imuno-blot, é uma abordagem utilizada em 

seguida à eletroforese na qual as proteínas são eletricamente transferidas de um gel para uma 

membrana, como as de fluoreto de polivinila (PVDF) ou nitrocelulose, onde serão reveladas por 

antibióticos específicos marcados (Macphee, 2010). Além das técnicas laboratoriais, também 

podemos obter informações importantes sobre proteínas de interesse por meio de ferramentas de 

bioinformática.
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As análises de bioinformática de proteínas são desenvolvidas em bases de dados e 

programas computacionais relacionados principalmente a sequências de aminoácidos, análise 

filogenética, conformação tridimensional (3D) e informações sobre ontologia gênica (Tabela 1)

(McGarvey et al., 2008). Basicamente, a partir das séries aminoacídicas das proteínas podemos não 

apenas estabelecer comparações evolutivas entre as mesmas, como também, estabelecer suas 

funcionalidades moleculares e estruturas 3D (Pavlopoulou & Michalopoulos, 2011). Os bancos de 

dados de proteínas são normalmente fundamentados na ontologia gênica, uma fonte informativa 

universalizada das funções moleculares, processos biológicos e localização celular dos produtos 

gênicos (proteínas) (Lomax, 2005).
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Tabela 1. Exemplos de ferramentas de bioinformática para o estudo de proteínas.

Categoria da ferramenta Nome Endereço eletrônico

Base de dados para sequências 

aminoacídica de proteínas

NCBI Reference Sequence Database 

(RefSeq)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/

Base de dados para sequências 

aminocídica de proteínas

UniProt Knowledgebase (UniprotKB)-

SwissProt

http://www.uniprot.org/help/uniprotkb

Programa de alinhamentos de sequências Clustal Omega (Clustal O) http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Programa de alinhamento de sequências e 

construção de árvores filogenéticas

Molecular evolutionary

genetics analysis (MEGA)

http://www.megasoftware.net/

Programa de construção de arvores 

filogenéticas

Clustal phylogene (Clustal W2) http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/cl

ustalw2_phylogeny/

Base de dados para sequência de 

aminoácidos e informações funcionais de 

proteínas

UniProt® Knowledgebase 

(UniprotKB®)

http://www.uniprot.org/

Base de dados para estruturas 3D de 

proteínas

Protein Data Bank (PDB) - Biological 

Macromolecular Resource

http://www.rcsb.org/pdb

Base de dados para estruturas 3D de 

proteínas

Database of Comparative Protein 

Structure Models (ModBase)

http://modbase.compbio.ucsf.edu/modbas

e-cgi/index.cgi

Base de dados para interações físicas e 

funcionais entre proteínas

Search Tool for the Retrieval of 

Interacting Genes/Proteins (STRING)

http://string-db.org/
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2.4 Influências da nutrição na fisiologia de reprodutores ruminantes.

Em sistemas de produção animal que utilizam a monta natural, o total de gastos relacionados 

à manutenção da eficiência reprodutiva dos machos é em maioria relacionado ao manejo 

nutricional. Desta forma, possíveis consequências nutricionais não apenas sobre os parâmetros 

seminais e espermáticos clássicos, mas também em relação às proteínas espermáticas não devem ser 

negligenciadas.

Os impactos da nutrição no futuro de um reprodutor já se iniciam durante a gestação e 

lactação por intermédio das matrizes. Assim, ovelhas em pasto enriquecido com leguminosas e 

suplementadas com concentrado durante a gestação e lactação geraram cordeiros ao desmame com 

parênquimas testiculares superiores, quanto a volume de túbulos seminíferos e de células de Sertoli 

e Leydig (Bielli et al., 2001). Porém a suplementação deve respeitar os requerimentos de cada 

categoria. Pois estudos em novilhas gestantes demonstraram efeitos negativos da suplementação 

excessiva com proteína e/ou energia sobre o parênquima testícular de seus bezerros (Sullivan et al., 

2010).

Os requerimentos nutricionais dos machos variam em função da idade e frequência de 

cobertura. Podendo a nutrição afetar a reprodução não somente pela influência de centros cerebrais 

metabólicos e reprodutivos que levam a alterações na secreção de GnRH, mas também por meio da 

ação direta de metabólicos (glicose), hormônios (insulina) e fatores de crescimento (IGF-1) nos 

testículos (Martin et al., 2010). Assim, o manejo alimentar exerce efeitos diretos na fertilidade do 

ruminante provendo os metabólitos necessários ao desenvolvimento dos gametas e à manutenção da 

concentração sérica de hormônios requeridos para fisiologia reprodutiva (Robinson et al., 2006). 

No tocante a machos jovens, a nutrição deficiente após o desmame retarda a puberdade e 

desenvolvimento sexual de touros (Barth et al., 2008). Neste contexto, Brito et al. (2007) sugeriram

que a nutrição após o desaleitamento influencia a secreção de IGF-1 e insulina e que estes 

hormônios tem efeito positivo sobre eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, promovendo não 

apenas concentrações maiores de GnRH, LH e testosterona como também o incremento do 

desenvolvimento testicular e da produção de espermatozoides. Porém, deve-se evitar o excesso de 

energia e consequentemente obesidade em animais jovens. Coulter et al. (1997) constataram que 

touros alimentados após o desmame com dieta rica em energia, embora apresentassem peso e 

circunferência escrotal superiores, expressavam valores inferiores de qualidade espermática 

atribuídos a deposição de gordura e deficiência de termorregulação no escroto. Resultados 

semelhantes foram encontrados em ovinos jovens alimentados a vontade em regime intensivo, estes 
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animais mesmo possuindo biometria testicular superior apresentaram qualidade seminal inferior e 

elevada deposição de gordura no escroto (Fourie et al., 2004). Ressalta-se que falhas de manejo 

nutricional têm maiores consequências na reprodução em machos jovens do que nos reprodutores 

adultos (Brown, 1994).

Os reprodutores devem produzir espermatozoides em quantidade e qualidade, sendo os

períodos necessários à espermatogênese e maturação espermática em torno de 50-60 dias (Russell e

França, 1998) e 15 dias (Robaire et al., 2006), respectivamente, nos ruminantes domésticos. Desta

forma, a suplementação de reprodutores a partir de oito semanas antes do início da estação de 

monta é uma pratica que melhora a eficiência reprodutiva (Martin e Walkden-Brown, 1995). Assim 

como, Chilliard et al. (2005) destacam que praticas de suplementação nutricional em animais 

subalimentados aumentam a expressão de leptina, reduzem a secreção de glicocorticoides e 

otimizam a endocrinologia reprodutiva. A leptina é um hormônio produzido pelas células adiposas 

que em níveis fisiológicos exerce efeito positivo direto no hipotálamo, pituitária, células de Leydig, 

Sertoli e germinativas (Landry et al., 2013). 

A qualidade nutricional dos volumosos é a base da nutrição de ruminantes. A adição de feno 

de leucena (Leucaena leucocephala) na alimentação de carneiros afetou positivamente a 

circunferência testicular e parâmetros espermáticos (Dana et al. 2000). Em caprinos jovens 

alimentados basicamente com feno, a suplementação com farelo de milho, melaço e ureia teve 

efeito positivo sobre a qualidade da morfologia espermática e biometria testicular (Almeida et al., 

2007). Reprodutores a pasto estão sujeitos a sazonalidade reprodutiva devido a variação sazonal da 

oferta de forragens durante o ano (Chácon et al., 2002; Al-Ghalban et al., 2004). Desta forma, para 

manter as necessidades nutricionais dos machos ruminantes deve ser realizada uma suplementação 

para atender as exigências de energia, proteína e minerais. A suplementação adequada de proteína 

em touros promoveu efeitos positivos sobre a produção e qualidade espermática (Rekwot et al., 

1988). Em carneiros adultos a suplementação com níveis de energia superiores em 50% às

necessidades de mantença elevou a qualidade dos parâmetros seminais (Tufarelli et al., 2011). A 

suplementação pode também influenciar a reprodução modulando os constituintes do plasma 

seminal. Carneiros suplementados com quantidades recomendadas de energia apresentaram níveis 

superiores de IGF-1 no plasma seminal e, sua concentração seminal foi correlacionada 

positivamente com parâmetros de motilidade espermática (motilidade progressiva, índice de 

linearidade e índice de progressão) mensurados por sistema de análise auxiliada por computador 

(CASA) (Selvaraju et al., 2012).
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Os constituintes da dieta também afetam a reprodução dos machos. Por exemplo, ácidos 

graxos insaturados da dieta são utilizados para síntese de prostaglandina, hormônios esteroides e 

composição das membranas celulares (Wathes et al., 2007). A utilização da suplementação de 

ácidos graxos insaturados de cadeia longa tipo omega-3, em touros teve efeito positivo sobre a 

motilidade espermática avaliada por sistema CASA (Gholami et al., 2010). Resultados semelhantes 

também foram constatados na motilidade e viabilidade de espermatozoides frescos e descongelados 

de carneiros suplementados com óleo de peixe rico em omega-3 (Esmaelli et al., 2012) e búfalos 

suplementados com semente de girassol (Adeel et al., 2009). Estas observações podem ter sido 

promovidas por alterações na composição da membrana espermática, pois a alimentação de 

carneiros com silagem de bagaço de azeitona, rica em ácidos graxos insaturados, elevou a 

percentagem destes na membrana espermática (Faraji et al., 2012). Vale ressaltar que embora os 

ácidos graxos insaturados estejam sujeitos a biohidrogenação no rúmen, uma porção destes pode 

alcançar ainda intacta o retículo para ser absorvida diretamente no intestino delgado (Herrera-

Camacho et al., 2011).

A suplementação de ruminantes com anti-oxidantes, como ácido ascórbico, flavonoides, 

vitaminas A e E, auxiliam na redução de danos membranares, mitocondriais e  cromatínicos 

causados pelo excesso de espécies oxigênio reativas (ROS: reactive oxygen species) no 

espermatozoide (Clément et al. 2012). As vitaminas A e E e, os minerais selênio (Se), zinco (Zn), 

cobre (Cu) e molibdênio (Mo) estão entre os principais micronutrientes que modulam a reprodução, 

desta forma suas deficiências afetam negativamente a puberdade, espermatogênese, motilidade e 

morfologia espermáticas (Smith e Akinbamijo, 2000). Doses intramusculares de Vitamina E e Se 

em carneiros promoveram efeito positivo sobre a libído, tamanho dos testículos e os parâmetros 

seminais (Mahmoud et al., 2013). Recentemente, estudos avaliando a inclusão de nanoparticulas de 

selênio na ração de bodes constataram também seus efeitos positivos na concentração da glutationa 

peroxidase seminal e porcentagem de espermatozoides normais ejaculados, e também 

demonstraram que sua deficiência promoveu alterações na peça intermediaria espermática 

associadas a defeitos mitocondriais (Shi et al., 2010). A suplementação mineral pode ter fontes 

orgânicas e inorgânicas. Por exemplo, touros suplementados com fontes de Zn na dieta expressaram 

parâmetros seminais superiores, porém os melhores resultados foram obtidos com fontes orgânicas 

de propionato de zinco (Kumar et al., 2006).

Os efeitos nutricionais sobre a cromatina e proteínas espermáticas são ainda pouco 

estudados e em ruminantes praticamente desconhecidos. Porém, por exemplo, em roedores já foi 

constatado que carências de ácido fólico aumentam a presença de danos cromatínicos na população 
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espermática (Swayne et al., 2012). Portanto, efeitos nutricionais sobre a qualidade da cromatina e 

proteoma espermáticos não devem ser ignorados, principalmente, em fontes alternativas de 

alimentos. 

2.5 Utilização da castanha de caju e seus subprodutos na alimentação de ruminantes.

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma planta originalmente do continente 

americano que tem como fruto verdadeiro a castanha do caju, e como pseudofruto a região macia e 

piriforme, conhecida vulgarmente como o fruto do caju (Nair, 2010). A porcentagem da produção 

mundial de caju é liderada por Vietnã (32%), Índia (17%), Nigéria (16%), Costa do Marfim (10%) e 

Brasil (5%) (FAO, 2011). O nordeste do Brasil possui como resíduo da indústria do caju, castanhas 

fora do padrão para consumo humano. Estas sobras de castanhas constituem um componente 

nutricional economicamente viável para alimentação de ruminantes, que poderia reduzir o custo da 

adição de milho e soja aos concentrados. 

O óleo da castanha de caju é rico em componentes fenólicos e quando adicionado a ração 

promove uma diminuição das metanobactérias ruminais e aumento da produção de propionato

(Watanabe et al., 2010). Além disso, compostos polifenólicos, como os flavonoides, também 

possuem capacidades anti-oxidantes relacionadas a doação de prótons H+ que estabilizam radicais 

livres reduzindo a peroxidação lipídica (Bravo, 1998; Chen e Blumberg, 2008). Os principais ácidos 

graxos encontrados na castanha de caju são o oleico (18:1) (48%) e o linoleico (18:2) (30%), os 

quais são ácidos graxos essenciais insaturados de cadeia longa (Abitogu e Borokini, 2009). Porém, 

embora o farelo de castanha seja rico em ácido oleico, a adição de 13% FCC na ração não alterou a 

composição de ácido oleico na musculatura de caprinos (Santos-Filho et al., 2005). Contudo, a 

castração associada à inclusão de FCC na ração elevou a deposição de gordura muscular em 

caprinos machos (Bezerra et al., 2007).

As pesquisas avaliando a inclusão de FCC na alimentação animal têm sido principalmente 

realizadas no Brasil. Este subproduto da agroindústria apresenta em torno de 91% de matéria seca 

(MS); 21% de proteína bruta (PB), 36 % de extrato etéreo (EE), 19% de fibra digerível em 

detergente neutro (FDN) e 7% de Cinzas (Rodrigues et al., 2003). Além de ser uma fonte mineral de 

Ca, Mg, Fe, Zn e Cu (Aletor et al., 2007). A alimentação de caprinos com a casca de castanha (10 

ou 20%) proporcionou não apenas uma eficiente suplementação nutricional como a redução de 

custos na formulação da ração (Okolo et al., 2012). Estudos avaliando a inclusão de FCC no 

concentrado de ovinos não constataram efeitos no ganho de peso ou digestibilidade de MS, matéria 



34

orgânica, proteína bruta, FDN, FDA e carboidratos não fibrosos, orientando sua inserção no 

concentrado em até 30% (Rodrigues et al. 2003; Pimentel et al., 2011). Silva et al. (2011), testando 

o consumo de ovinos alimentados com 22% de FCC no concentrado não observaram redução 

significativa no consumo. Contudo, o consumo de dietas contendo FCC pode ser influenciado por 

fatores genéticos. Por exemplo, ovinos F1 Santa X SRD e F1 Somalis X SRD reduziram o consumo 

de rações com FCC, entretanto, este fato não foi constatado em ovinos F1 Dorper x SRD 

(Nascimento et al., 2012). Além de ruminantes, o FCC também tem sido utilizado na alimentação 

de frangos de corte (Freitas, 2006).

Embora ainda carentes, estudos das associações entre a nutrição com FCC e a fisiologia 

reprodutiva de ruminantes têm sido conduzidos. Brasil (2003) observou em vacas que a adição de 

20% FCC no concentrado reduziu o período de anestro pós parto de 48,0 ± 5,2 dias (controle) para 

32,8 ± 2,3 dias. Em cabras, dietas contendo 12% e 24% de FCC mesmo aumentando a concentração 

de colesterol plasmático não afetaram o desenvolvimento in vitro dos oócitos (Fernandes, 2012).

Bem como em experimento conduzido em carneiros, onde 18% de FCC não alteraram os 

parâmetros seminais e biometria testicular (Medeiros, 2005).

Blache et al. (2008) destacam que os efeitos de alimentos alternativos sobre a reprodução 

devem ser estudados, pois estes podem conter teores deletérios de micotoxinas, fitoestrógenos ou 

taninos. Assim, a identificação e a prevenção de efeitos adversos destes possíveis tóxicos são 

essenciais para a rentabilidade proporcionada pela eficiência reprodutiva (Evans, 2011). Neste 

sentido, os possíveis efeitos do farelo de castanha sobre a reprodução de reprodutores ruminantes 

ainda não foram profundamente avaliados quanto a consequências não apenas nos parâmetros 

seminais, mas também na cromatina e proteínas espermáticas. 
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3 JUSTIFICATIVAS

Baseado no exposto, os estudos das características intrínsecas dos espermatozoides 

compoem uma área potencial para a descoberta de novos fatores responsáveis pela fertilidade do 

macho. Neste contexto, estudos sobre avaliações da integridade de cromatina e proteínas 

espermáticas já demonstraram relações com a fertilidade in vitro e in vivo, principalmente em 

animais de laboratório e seres humanos. Desta forma, estas abordagens podem identificar novos 

marcadores moleculares para a seleção de machos superiores. Entretanto, em animais de produção 

estas técnicas ainda são pouco exploradas. Assim, considerando a importância da reprodução para o 

sucesso econômico da produção animal estas análises cromatínicas e proteicas dos espermatozoides 

têm o potencial de aperfeiçoar a seleção e avaliação de reprodutores em um futuro próximo.

Mas para a expressão genética da capacidade reprodutiva, os machos ruminantes devem 

possuir, além da saúde, uma nutrição adequada. Adicionalmente, esta alimentação balanceada deve 

ser composta por ingredientes de baixo custo, como por exemplos, subprodutos da agroindústria. 

Neste contexto, castanhas de caju despadronizadas para alimentação humana têm sido utilizadas em 

forma de farelo na dieta de ruminantes. Como a nutrição é capaz de afetar a qualidade seminal, 

devem ser verificados os possíveis e desconhecidos efeitos da inclusão do farelo de castanha de 

caju, na dieta de ruminantes, sobre a integridade de cromatina, as proteínas e os parâmetros 

espermáticos.

4 HIPÓTESE

A integridade da cromatina e as proteínas espermáticas são associadas à fertilidade em bovinos e 

influenciadas por dietas ricas em lipídeos a base de farelo de castanha de caju em ovinos.
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5 OBJETIVOS 

5.1 Objetivo Geral

Avaliar a relação entre a integridade da cromatina e expressão das proteínas espermáticas 

com a fertilidade in vivo de touros e, com os parâmetros seminais em carneiros alimentados com 

dieta contendo farelo de castanha de caju.

5.2 Objetivos específicos

5.2.1. Estudo 1: Morfologia molecular e funções do espermatozoide bovino relacionadas às 

histonas e associadas à fertilidade

 Analisar as associações entre a integridade da cromatina espermática, por meio do corante 

azul de anilina, com a fertilidade in vivo de touros.

 Determinar a relação entre a expressão de nucleoproteínas com a fertilidade in vivo de 

touros.

5.2.2. Estudo 2: Avaliação da integridade de cromatina e proteínas em espermatozoides de 

carneiros morada nova alimentados com farelo de castanha: e suas relações com os parâmetros 

seminais

 Analisar as associações entre a integridade da cromatina espermática, por meio do corante 

azul de toluidina, com os parâmetros seminais de carneiros.

 Determinar a relação entre a expressão de proteínas espermáticas com as características

seminais e integridade de cromatina em carneiros.

 Verificar possíveis efeitos de dietas ricas em lipídeos, contendo farelo de castanha de caju, 

sobre a qualidade, expressão proteica e integridade cromatínica de espermatozoides em 

carneiros
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6 ESTUDO 1: MORFOLOGIA MOLECULAR E FUNÇÕES DO ESPERMATOZOIDE 

BOVINO RELACIONADAS ÀS HISTONAS E ASSOCIADAS À FERTILIDADE.

(Este estudo foi aceito para publicação no periódico Reproduction em Junho de 2013)

Morfologia molecular e funções do espermatozoide bovino relacionadas as histonas e 

associadas a fertilidade.

(Molecular Morphology and Function of Bull Spermatozoa Linked to Histones and Associated 

with Fertility)

Rodrigo V. de Oliveira, Sule Dogan, Lauren E. Belser, Abdullah Kaya, Einko Topper, Arlindo 

Moura, Giselle Thibaudeau, Erdogan Memili
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Morfologia molecular e funções do espermatozoide bovino relacionadas as histonas e 

associadas a fertilidade.

RESUMO

A fertilidade em bovinos é influenciada por alterações na cromatina espermática e não pode ser 

melhorada pelo aumento da dose espermática na inseminação artificial. A retenção fisiológica de 

histonas durante a condensação da cromatina espermática exerce funções criticas na infertilidade do 

macho. Os objetivos do estudo foram determinar: falhas na condensação da cromatina espermática 

associadas com persistência anormal ou acessibilidade de histonas pelo teste do azul de anilina, 

níveis de expressão e localização celular de uma histona variante e duas histonas centrais: H3.3, 

H2b e H4B, respectivamente, em espermatozoides de touros de baixa (BF) e alta fertilidade (AF). 

Os níveis de expressão e localização celular das histonas estudadas foram analisados utilizando 

métodos de imunoblot, imunocitoquímica e coloração. A bioinformática foi focada sobre a 

identidade de sequência e distância evolucionária destas proteínas entre três espécies mamíferas: 

touro, camundongo e homem. Os dados foram comparados entre grupos pelo teste t e as associações 

entre variáveis foram testadas pela correlação de Pearson (P<0,05). Os resultados do teste do azul 

de anilina foram diferentes entre os grupos BF (1.73 (0.55, 0.19)) e AF (0.67 (0.17, 0.06) (P <

0.0001), os quais também foram negativamente correlacionados com a fertilidade in vivo de touros 

(r = -0.90; P < 0.0001). Apesar das histonas terem sido consistentemente imunodetectadas e 

especificamente localizadas nos espermatozoides, estas não apresentaram diferenças entre os 

grupos. As proteínas H3.3 e H4 apresentaram 100% de identidade e foram evolutivamente 

conservadas entre bovinos, merinos e seres humanos. Entretanto, as variantes H2B foram mais 

conservadas entre touros e humanos do que entre humanos e camundongos. Em conclusão, as 

histonas H2B, H3.3 e H4 foram detectáveis em espermatozoides de touros e a condição da 

condensação de cromatina, alterada pela retenção de histonas, foi relacionada com a fertilidade de 

touros.

Palavras chave: histonas espermáticas, cromatina espermática e fertilidade de touros
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Molecular Morphology and Function of Bull Spermatozoa Linked to Histones and Associated 

with Fertility

ABSTRACT

Sub-par fertility in bulls is influenced by alterations in sperm chromatin and it might not be solved 

with increased sperm concentration per artificial insemination. Appropriate histone retention during 

sperm chromatin condensation plays critical roles in male infertility. The objective was to  

determine failures of sperm chromatin condensation associated with abnormal persistent or 

accessibility of histone by aniline blue test, expression levels and cellular localizations of one 

variant and two core histones; H3.3, H2B and H4, respectively in spermatozoa from low (LF) vs.

high fertility (HF) bulls. The expression levels and cellular localizations of histones in spermatozoa 

were studied using immunoblotting, immunocytochemistry and staining method. The 

bioinformatics focused on the sequence identity and evolutionary distance of those proteins among 

three mammalian species, bovine, mouse and human. The data were compared between groups by t 

test and the association among variables were tested by Pearson´s correlation.We demonstrated that 

aniline blue staining was different within LF (1.73 (0.55, 0.19)) and HF Groups (0.67 (0.17, 0.06) 

(P < 0.0001), which was also negatively correlated with in vivo bull fertility (r = -0.90; P < 0.0001). 

Although those histones were consistently immune-detectable and specifically localized in bull 

sperm, this was not different between the two groups. Except H2B variants, H3.3 and H4 showed 

100% identity and evolutionarily conserved among bovine, mouse and human. The H2B variants 

were more conserved between bovine and human than those of mouse. In conclusion, we showed 

that H2B, H3.3 and H4 were detectable in bull spermatozoa and that sperm chromatin condensation 

status, changed by histone retention, is related with bull fertility.

Keywords: sperm histones, sperm chromatin and bull fertility.
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6.1 INTRODUÇÃO

A fertilidade é um dos principais fatores que influenciam a reprodução e evolução dos 

mamíferos. Em touros pode ser definida pela habilidade dos espermatozoides em fertilizar, ativar e 

sustentar o desenvolvimento embrionário inicial, a qual é classicamente avaliada por características 

espermáticas como motilidade e morfologia (Correa et al., 1997). Outras abordagens também 

avaliam a integridade de membranas e capacitação espermáticas por meio de microscopia e/ou 

citometria de fluxo, porém estas análises também ainda não são suficientes para predizer a 

fertilidade dos machos (Januskauskas et al., 1999; Puglisi et al., 2012). Uma explicação para estas 

limitações é que estas técnicas estão avaliando apenas características necessárias para o 

espermatozoide alcançar e fertilizar o oócito, negligenciando fatores que são essenciais na ativação 

oocitária e desenvolvimento embrionário inicial (Silva and Gadella, 2006). Entre estes, a 

integridade da cromatina é essencial para fisiologia espermática e desenvolvimento do embrião. Por 

exemplo, foi observado que danos a cromatina de espermatozoides reduziram a fertilidade em 

touros (Garcia-Macias et al., 2007) e homens (Agarwal e Said, 2003). Neste contexto, níveis 

anormais de nucleoproteínas específicas como as protaminas (Simon et al., 2011) e histona H4 

acetiladas (Sonnack et al., 2012) no espermatozoides têm sido relacionados com a subfertilidade 

humana. Estas alterações moleculares que reduzem a fertilidade são importantes para o 

desenvolvimento da bovinocultura mundial, pois não são compensadas pelo aumento da quantidade 

de espermatozoides nas doses inseminantes (Blaschek et al., 2011).

A cromatina em células espermáticas maduras é composta pela molécula de DNA 

empacotada ao redor de nucleoproteínas, em maioria pelas protaminas e em minoria pelas histonas 

(D´occhio et al., 2007). Durante a espermatogênese, ocorre uma reorganização da cromatina das 

células espermáticas pela mudança das histonas pelas protaminas. A maioria das histonas presentes 

nas espermátides iniciais é inicialmente substituída pelas chamadas proteínas de transição e 

subsequentemente pelas protaminas ao final da espermiogênese (Hales et al., 2011). Ainda que as 

histonas associadas ao DNA dos espermatozoides maduros seja menos de 15% em humanos 

(Gatewood et al., 1990), é sugerido que esta retenção histonica promova regiões de DNA menos 

condensadas, onde genes paternos possam ser mais acessíveis aos fatores de transcrição logo após a 

fertilização (Rajender et al., 2011). Os quatro tipos de histonas centrais (canônicas) envolvidas no 

empacotamento do DNA são H2A, H2B, H3 e H4, estas constituem a subunidade cromatínica 

chamada nucleossomo, que se associa a distinta organização toroidal da cromatina espermática 

formada pelas protaminas (Dadoune, 1995). Embora a retenção de histonas seja considerada 
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essencial para os genes ativados antes e após a fertilização, uma proporção excessiva de histonas 

indica uma imaturidade da cromatina que culmina com disfunções espermáticas. Geralmente, 

análises de retenção excessiva de histonas na cromatina espermática podem ser avaliadas por 

métodos simples e eficazes, como por exemplo, colorações de cromomicina A3 (CMA), azul de 

toluidina e azul de anilina (AZAN) (Agarwal e Said, 2003). O corante AZAN é capaz de se ligar a

resíduos de lisina, presentes em elevada proporção nas histonas, formando uma coloração azul na 

região da cabeça do espermatozoide (Franken et al., 1999). Os resíduos de aminoácidos das histonas 

também são alvos de modificações pós-traducionais (MPT) como metilação, acetilação e 

fosforilação influenciando epigeneticamente a acessibilidade do genoma masculino aos fatores de 

transcrição maternos durante o desenvolvimento embrionário (Miller et al., 2010).

Histonas metiladas são principalmente encontradas em regiões de heterocromatina onde os 

genes estão normalmente silenciados (Fischle et al. 2013). Ao contrário das histonas acetiladas 

presentes comumentes nas áreas de eucromatina, que reduzem as ligações entre as nucleoproteínas e 

o DNA e, modulam a transcrição gênica e posterior substituição pelas protaminas na 

espermatogênese (Struhl, 1998; Dadoune, 2003). A fosforilação atua nos resíduos de serina sendo 

também associada com ativação gênica (Prigent and Dimitrov, 2003). Curiosamente, a histona H2B 

foi mais expressa em homens inférteis com maior porcentagem de danos ao DNA espermático (Zini 

et al., 2008). A histona H2B, H3 e sua variante H3.3 também foram associadas com ativação gênica 

(Mito et al., 2005). Modificações pós-traducionais específicas na histona H3 estão presentes em 

regiões do genoma espermático que são ativas durante a espermatogênese e desenvolvimento 

embrionário inicial (Brykczynska et al. 2010; Steilman et al. 2011). Adicionalmente, a histona H4 é 

relacionada com o sucesso do remodelamento da cromatina durante a espermatogênese (Kleimman 

et al., 2008) e com a herança da arquitetura cromossômica masculina no desenvolvimento do zigoto 

(Van der Heidjen et al. 2006).

Contudo, a extensão das associações entre os graus de expressão e as MPTs das histonas 

com a fertilidade de touros não é conhecida. Da mesma forma, mecanismos moleculares envolvidos 

nestes eventos biológicos que regulam a fertilidade ainda não estão elucidados. Portanto, existe uma 

necessidade de se pesquisar a interconectividade entre as histonas espermáticas e a fertilidade dos 

machos. Os objetivos do presente estudo foram determinar a qualidade da cromatina espermática, 

os níveis de expressão e localização celular de histonas espermáticas (H2B, H3.3 e H4) em touros 

de alta (AF) e baixa fertilidades (BF), em conjunto com um análise bioinformática da similaridade 

destas nucleoproteínas entre bovinos, camundongos e seres humanos. 
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6.2 Materiais e métodos

6.2.1 Determinação da fertilidade dos touros

Dezesseis touros foram selecionados e divididos em dois grupos de alta (AF) e baixa 

fertilidade (BF). Os dados de fertilidade, de pelo menos 300 inseminações por touro, foram obtidos 

pelo programa de computador Alta Advantage Program (Alta Genetics Inc., WI, USA), o qual é 

periodicamente atualizado com dados dos rebanhos cadastrados (Peddinti et al., 2008). Os fatores 

que influenciam o desempenho dos reprodutores como ambiente e manejo do rebanho foram 

ajustados utilizando os modelos de Zwald et al. (Zwald et al., 2004a; Zwald et al., 2004b). As 

análises de fertilidade foram desenvolvidas por meio do programa computacional Probit F90 

(Chang et al., 2009). Sendo a fertilidade de cada touro expressa como a percentagem de desvio da 

sua média de concepção em relação à concepção geral dos touros. O desvio padrão da população foi 

utilizado como critério de classificação dos touros e a diferença entre os reprodutores dos grupos 

AF e BF foi de pelos menos quatro vezes o DP.

6.2.2 Isolamento dos espermatozoides para extração das nucleproteínas

Amostras de sêmen preservado em nitrogênio líquido (-196oC) foram fornecidas pela 

empresa Alta Genetic (Tabela 1). As amostras dos 16 touros foram descongeladas a 37oC por 30 

segundos. Os espermatozoides foram primeiro lavados em 45% de percoll em PBS (pH 7,4) 

(D´amours et al., 2010) à 800g por 15 min e posteriormente lavados duas vezes com 5 mL de PBS 

(pH 7,4) contendo inibidores de proteases (cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, 

Roche®) a 800g por 5 min. Posteriormente, os pellets foram divididos em alíquotas de 50.106

sptz/mL e congelados a -80oC.
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Tabela 1. Fenótipos de fertilidade dos dezesseis touros. Os touros de 1 a 8 são do grupo BF e os 

touros de 9 a 16 são do grupo AF.

Número do touro Fertilidade* Número de coberturas
Touros BF

1 -12.3 595
2 -8.1 1552
3 -7.2 719
4 -6.4 668
5 -6.3 750
6 -5.9 781
7 -5.6 702
8 -4.2 783

Touros AF
9 3.3 1024

10 4.2 651
11 4.5 578
12 4.8 300
13 4.8 300
14 4.8 518
15 5.0 326
16 6.2 743

*Os valores de fertilidade correspondem à porcentagem de desvio da média de concepção do touro 

em relação à concepção geral dos touros.

6.2.3 Teste do azul de anilina (AZAN)

Esfregaços de espermatozoides lavados em PBS foram preparados em lâminas para 

microscópio e deixados secar ao ar.  Estes foram então fixados em solução de glutaraldeído á 3% 

(PBS, pH 7,4) por 30 min. Em seguida, as lâminas foram lavadas duas vezes em PBS (pH 7,4) por 5 

min cada. Posteriormente, os esfregaços foram corados em solução de AZAN à 5% e ácido acético 

a 4% (pH 3,5) por 7 min, lavados mais uma vez em PBS (pH 7,4) e secados ao ar. Duzentos 

espermatozoides foram avaliados por lâmina, em duplicata, sob aumento de 1000x em objetiva de 

imersão. Espermatozoides não corados foram considerados normais e os corados em azul escuro 

foram considerados com falhas na condensação da cromatina (espermatozoide imaturo) relativas a 

excesso de retenção (Dadoune et al., 1988; Dadoune et al., 2003) ou accessibilidade (de Lamirande 

et al., 2012) das histonas espermáticas.
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6.2.4 Extração das nucleoproteínas

As nucleoprote�nas foram extra�das individualmente de acordo com o protocolo de Yebra e 

Oliva (1993). Amostras de cinquenta milh�es de espermatozoides foram lavadas duas vezes com 

400 �L de solu��o contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) a 5oC, 

respectivamente. Em seguida, foram adicionados em sequ�ncia 100 �L de solu��o contendo 20 mM  

de EDTA, 1 mM de PMSF, 100 mM de Tris (pH 8.0), 100 �L de 6M de cloreto de guanidina e 575 

mM de ditiotreitol (DTT) e por fim 200 uL de 552 mM iodoacetato de s�dio. As amostras foram 

protegidas da luz e incubadas a 20oC por 30 min. Ao final da incuba��o, cada uma das amostras 

recebeu 1 mL de etanol resfriado a -20oC, foi incubada por 1 min a -20oC e ent�o centrifugada a 5oC 

por 15 min, este procedimento foi repetido duas vezes. O pellet foi incubado em 1000 �L de 0,5 M 

�cido clor�drico (HCl) a 37oC por 15 min e centrifugado a temperatura ambiente por 10 min. O 

sobrenadante foi mantido, 300 �L de 100% TCA a 4 oC foram adicionados, amostras foram 

incubadas a 4oC por 5 min e centrifugadas a 4oC por 10 min. O pellet proteico foi lavado duas vezes 

com 500 �L de solu��o de 2-mercaptoetanol a 1% em acetona, deixado secar, dissolvido em 100 �L

de tamp�o contendo 5.5 M ureia, 2-mercaptoetanol � 20% e �cido ac�tico � 5% e finalmente 

estocado a -80oC.

6.2.5 Western blotting

Ap�s a extra��o, a concentra��o das prote�nas foi mensurada pelo kit comercial Micro 

BCA™ Protein Assay Kit (cat# 23235, Pierce�). As prote�nas esperm�ticas foram separadas por 

meio de eletroforese em gel de �cido ac�tico-ur�ia-poliacrilamida (AU-PAGE). As dimens�es dos 

g�is utilizados foram 13,3 x  8,7 x 0,1 e estes possu�am uma malha de empilhamento de 7,5% e uma 

malha de separa��o de 15% (0.9 M de �cido ac�tico e 2.5 M de ureia). Em cada amostra foi 

adicionado � metade do seu volume um tamp�o contendo 5,5 M de ur�ia, 2-mercaptoetanol a 20%, 

�cido ac�tico a 5%, glicerol a 50% e azul de metileno a 0.2%. A separa��o eletrofor�tica das

prote�nas foi realizada com um tamp�o de corrida composto de 0,9 M de �cido ac�tico a 130 V 

constantes por 80 min. As prote�nas foram transferidas para uma membrana de PVDF (Imobilon-

P�) utilizando uma unidade de transfer�ncia semi-seca (HEP-1, OWL�) e solu��o de �cido ac�tico a 

2,5% como tamp�o. Subsequentemente, a membrana foi incubada em solu��o tamponada comercial 

Tris-HCl com 1% de case�na (cat#1610782, Bio-rad�) � temperatura ambiente por uma hora. A 

membrana bloqueada foi ent�o incubada com a solu��o do anticorpo prim�rio de coelho (H2B, 



45

H3.3 ou H4; Abcam® Ab1790, Ab97968 e Ab10158, individualmente) a 1:700 em solução 

tamponada Tris-HCl  contendo Tween-20 a 0.1% (TBS-T20) a 4 oC por 12 horas. Posteriormente, a 

membrana foi lavada três vezes com TBS-T20, à temperatura ambiente por 10 min, 

respectivamente. A incubação com a solução do anticorpo secundário (IgG anti-coelho conjugada 

com HRP (horse radish peroxidase), cat#sc2313, Santa Cruz) a 1:50.000 em solução TBS-T20, foi 

realizada a temperatura ambiente por uma hora. Em seguida, após mais três lavagens em TBS-T20, 

as membranas foram imersas na solução comercial contendo o substrato para HRP (ImobilonTM

Western, cat# P36599) seguindo as orientações do fabricante. Por fim, as proteínas foram reveladas

nas membranas por meio de um sistema de captura de imagens quimioluminescentes auxiliado por 

computador (ChemiDoc XRS system, cat#170-8070, Bio-rad®) e os níveis de expressão 

determinados por meio do programa Quantity One (Bio-Rad®).

6.2.6 Imunocitoquímica

A localização e quantificação da expressão de histonas nos espermatozoides foram

realizadas por meio de experimentos de imunocitoquímica, baseados no protocolo modificado de Li 

et al. (2008). Foram utilizadas amostras de apenas dois touros, o de menor e o de maior fertilidade.

As células espermáticas foram descongeladas, como descrito previamente, e lavadas com PBS (pH 

7,4) contendo inibidores de protease (cOmplete, Roche®) e 10 mM de acido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA) a 700xg por 5 min. Posteriormente, os espermatozoides foram incubados em 

solução contendo 20 mM de CHAPS ((3-[(3-Colamidopropil)-dimetilamônio]-propano-sulfonato) a 

temperatura ambiente por 20 min, para então serem mais uma vez lavados com PBS (pH 7,4). Para 

descondensação da cromatina espermática, as amostras foram incubadas em solução de 10 mM de 

DTT e heparina a 0.1% à temperatura ambiente por 30 min (Motoishi et al., 1996). Os 

espermatozoides foram então depositados em lamínulas revestidas com poli-L-lisina, fixados com 

paraformaldeído a 4% em PBS, a 4OC  por 10 min e permeabilizados com Triton X-100 a 0,2%, 

BSA a 0,1% em PBS a temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, as amostras foram 

submetidas a uma desidratação em série com etanol a 50%, 70%, 95% e 100%, respectivamente. 

Para então, serem incubadas com metanol a 100% a -20oC por 20 min, rinsadas com tampão 

formado por Triton X-100 a 0,1% em PBS (pH 7,4) (PBS-T) e bloqueadas com PBS-T contendo 

BSA a 1% a temperatura ambiente por uma hora. 

A incubação com os anticorpos primários policlonais de coelho contra H2B (1:250), H3.3 

(1:250) e H4 (1:250) (Abcam®) foi conduzida a 4oC de um dia para o outro. Após duas lavagens 
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com PBS-T a temperatura ambiente por 15 min cada, as lamínulas foram incubadas em solução 

contendo os anticorpos secundários anti-coelho conjugados com fluoróforo diluídos 1:250 (donkey 

anti-rabbit, DyLight® 488, AbCam®) e DAPI a 0.00025% a temperatura ambiente por uma hora. 

Finalmente, amostras foram lavadas em solução de Triton X-100 a 2% em PBS á temperatura 

ambiente por 15 min e seladas em lâminas para microscopia utilizando um meio de montagem 

comercial (cat# H-1000, VECTAshield®).

As amostras foram então examinas em microscopia confocal de fluorescência (Zeiss LSM 

510®) sob aumento de 1000x em objetiva de imersão. As imagens foram digitalizadas pelo 

programa computacional LSM 510 Image software® e cem células espermáticas por touro, oriundos 

da contagem de duas lâminas (50 cada), foram classificadas, com base na intensidade total da 

fluorescência, em espermatozoides de nível baixo, médio e alto de histonas. As áreas ao redor das 

cabeças espermáticas descondensadas também foram mensuradas em µm2.

6.2.7 Bioinformática

As sequências das histonas H2B, H3.3 e H4 entre bovinos, seres humanos e camundongos 

foram comparadas utilizando programas de computador. As sequências das proteínas foram 

pesquisadas e alinhadas em bovinos, seres humanos e camundongos por meio do programa

Uniprot® (www.uniprot.org). Como a proteína H2B possuía vários subgrupos e variantes na base de 

dados Uniprot®, foram selecionadas apenas as proteínas que possuíam 90% de identidade entre as 

espécies estudadas. Por meio do programa Clustal X® (http://www.clustal.org) foram desenvolvidos 

os alinhamentos múltiplos e arvores filogenéticas das histonas H2B, H3.3 e H4 (Saitou & Nei, 

1987), respectivamente (Tabelas suplementares 1 e 2; Figuras suplementares 1 e 2).

6.2.8. Análise estatística

Os dados foram analisados por meio do programa SYSTAT 12® (SYSTAT Software Inc, 

EUA). Os resultados foram expressos como média (desvio padrão (DP); erro padrão da média 

(EPM)). Para verificar possíveis diferenças entre os grupos AF e BF, foi utilizado o teste t (P < 

0.05). A correlação de Pearson foi realizada entre a retenção das histonas (teste do AZAN) ou 

expressão das histonas (western blot) com a fertilidade dos touros (P < 0.05).

6.3 Resultados
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6.3.1 Teste do azul de anilina (AZAN)

O teste do AZAN foi utilizado para avaliar a condensação da cromatina pela retenção de 

histonas na população espermática de touros de AF e BF. Os espermatozoides corados em azul 

(positivos) apresentam deficiência da condensação da cromatina (imaturidade nuclear) com 

persistência excessiva de histonas e os não-corados possuem a cromatina normal (Fig. 1). Foi 

observada uma diferença significativa entre as células positivas entre os touros de BF (1,73 (0,55; 

0.19)) e AF (0,67 (0,17; 0.06) (P < 0.0001). Adicionalmente, uma regressão linear foi estabelecida 

entre a porcentagem de espermatozoides com cromatina anormal e a fertilidade dos touros (Fig. 2), 

os quais foram negativamente correlacionados entre si (r = -0,90, r2 = 0,82, P < 0,0001).

Figura 1. Espermatozoides de touros corados com azul de anilina. O espermatozoide não corado a 

esquerda apresenta cromatina normal e o espermatozoide corado em azul escuro a direita possui 

anormalidade da cromatina associada ao aumento da retenção e/ou acessibilidade das histonas.
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Figura 2. Análise de regressão linear entre os resultados do teste do AZAN e a fertilidade de touros 

de baixa e alta fertilidades. Uma correlação negativa significativa foi observada entre os resultados 

do teste do AZAN e a fertilidade dos touro (r = -0,90, P<0,001).

6.3.2 Western blotting

A técnica de Western blot foi utilizada para avaliar a expressão de H2B, H3.3 e H4 em 

espermatozoides de touros com fertilidade variada. Nossos resultados demonstraram que as histonas 

foram consistentemente detectadas em todas as amostras, entretanto, não houve diferença 

significativa nos níveis das histonas espermáticas entre touros de BF e AF (Fig.3). Além disso, não 

houve correlação entre a fertilidade e os resultados do western blot das histonas H2B (P = 0,98), 

H3.3 (P = 0,84) e H4 (P = 0,73).
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Figura 3. Western blot (3ª) e quantidade relativa de histonas H2B (3b), H3.3 (3c) e H4 (3d) nos 

touros de BF (pontos negros) e de AF (pontos cinza). Cada valor de quantidade relativa 

corresponde a relação entre a intensidade da banda do touro e a intensidade da banda do touro 1 

(referência). Os gráficos correspondem a um diagrama de extremos e quartis, onde a linha do meio 

corresponde a mediana, os extremos dos retângulos são o 1o e 3 o quartis e os extremos das retas os 

valores máximo e mínimo, respectivamente. Não houve diferenças significativas entre os grupos. 

6.3.3 Imunocitoquímica

A localização e os níveis de histonas nos espermatozoides dos dois touros, de menor e maior 

fertilidade, foram analisados por microscopia de imunofluorescência. Os sinais das histonas foram 

claramente detectáveis na região da cabeça dos espermatozoides (Fig. 4 B, C e D), os quais foram 

presentes nas sub-regiões pós-equatorial, equatorial e pré-equatorial. Foram também observados 

fluorescência na peça intermediária, provavelmente relacionados a histonas não associadas com a 

cromatina espermática. Os valores médios de intensidade de fluorescência total das histonas e área 

da cabeça (µm2) de cem espermatozoides avaliados dos touros de BF e AF foram 2,65.106 ± 1,70;

2,60.106 ± 1.38; 77,56 µm2 ± 13,80 e 79,43 µm2 ± 26,43, respectivamente.
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Os espermatozoides foram divididos em três classes: nível baixo, médio ou alto de 

persistência histonas; com o intervalo das classes calculado pela divisão da diferença entre os 

valores máximos e mínimos de intensidade de fluorescência total por três (número de classes). A 

porcentagem, a média de intensidade de fluorescência total e a área da cabeça dos espermatozoides 

com níveis baixo, médio ou alto de retenção de histonas estão ilustradas na Tabela 2. Os resultados 

da imunocitoquímica também demonstraram que a maior parte da população espermática (74,5% 

(média dos dois touros) possui um nível baixo de retenção de histonas. Adicionalmente, uma 

correlação positiva foi observada entre a área da cabeça dos espermatozoides e a intensidade de 

sinais das histonas (r = 0,64; P < 0.0001).

Fig.4. Imunolocalização das histonas em espermatozoides bovinos. A1-D1: DNA corado com 

DAPI (azul); A2-D2: imagens microscopias de campo claro; A3-D3: marcação indireta das histonas 

com anticorpos secundários conjugados com fluoróforo (DyLight 488); A3: controle negativo: 

espermatozoides incubados apenas com anticorpo secundário; B3: espermatozoide com nível baixo 

de histona; C3: espermatozoide com nível médio de histonas e D3: espermatozoide com nível alto 

de histonas.
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Tabela 2. Análise imunocitoquímica das histonas espermáticas de touros de alta e baixa fertilidade. 

Os resultados estão expressos como média (DP; EPM).

Parâmetros Touro BF Touro AF

Espermatozoides com nível baixo de histonas

Porcentagem (%) 71 78

Intensidade de fluorescência total 1,77x106 (0,76; 0.09) 1,97x106 (0,47; 0.05)

Area da cabeça espermática (µm2) 58.70 (8.38, 0.99) 58.66 (7.06, 0.80)

Espermatozoides com nível médio de histonas

Porcentagem (%) 24 17

Intensidade de fluorescência total 4,26x106 (0,77; 0,16) 4,27x106 (0,63; 0,15)

Area da cabeça espermática (µm2) 67,05 (9,30; 1,90) 54,25 (6,98; 1,69)

Espermatozoides com nível alto de histonas

Porcentagem (%) 5 5

Intensidade de fluorescência total 7,37x106 (1,03; 0,46) 6,75x106 (0,57; 0,25)

Area da cabeça espermática (µm2) 65,87 (9,53; 4,26) 63,53 (8,45; 3,78)

6.3.4 Bioinformática

Utilizando a base de dados Uniprot®, foram identificados vinte e um tipos de proteínas H2B, 

sendo doze únicas para bovinos e as demais comuns ao homem e camundongos, porém apenas 

dezessete foram selecionadas. Assim, quatro proteínas de camundongo, sete de humanos e seis de 

bovinos foram utilizadas para o alinhamento múltiplo e construção da árvore filogenética. As 

variantes bovinas, F2Z4E8 e A5D7N2 foram 100% as variantes humanas Q99877 (H2B1N) e 

Q16778 (H2B2E), além de serem oriundas de uma sequencia ancestral comum. Assim, estas 

deveriam ser consideradas como variantes bovinas H2B1N e H2BE, respectivamente. Além disso, a 

proteína H2B tipo 1 foi 100% conservada entre bovinos (P62808), seres humanos (P62807) e 

camundongos (Q6ZWY9) e possuiu a mesma sequência ancestral comum (Tabela suplementar 1 e 

Figura suplementar 1). Contudo, embora as proteínas Q8N257 humanas e Q8CGP0 murina foram 

100% conservadas entre si, estas possuíram 98,41% de similaridade com A5D7N2 bovina. 

Apenas uma variante das histonas H3.3 e H4 por espécie foi identificada na plataforma UniProt®, as 

quais foram 100% idênticas e evolutivamente conservadas entre bovinos, murinos e seres humanos 

(Tabela suplementar 2 e Figura suplementar 2).
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6.4 Discussão e conclusão

As histonas estão normalmente presentes na cromatina espermática em uma distribuição que 

não é aleatória. Estudos demonstraram que as regiões ricas em histonas no genoma paternal 

possuem genes expressos durantes as clivagens embrionárias iniciais (Hammoud et al., 2009). Desta 

forma, histonas espermáticas podem ter uma função significativa na avaliação da fertilidade 

masculina e no desenvolvimento embrionário inicial. Nossa hipótese foi que a fertilidade de touros 

está associada com as histonas retidas nos espermatozoides. Para testa-la, avaliamos a condensação 

da cromatina espermática pelo teste do AZAN, o qual cora células com taxas elevadas de retenção 

e/ou acessibilidade às histonas e, determinamos a expressão das histonas H2B, H3.3 e H4 em touros 

de fertilidade variada. Adicionalmente, uma análise computadorizada foi desenvolvida para 

ressaltar o quanto estas proteínas são conservadas entre mamíferos. O teste do AZAN tem sido 

utilizado para quantificação de espermatozoides com redução anormal da condensação da cromatina 

ou imaturos (Hammadeh et al., 1996; Chioccarelli et al., 2010; Sati and Huszar, 2013).

Com base nos presentes resultados, anormalidades na condensação da cromatina associadas 

com retenção e/ou acessibilidade elevadas das histonas espermáticas foram relacionadas com a 

fertilidade de touros. A população de espermatozoides positivos (anormais) para AZAN foi superior 

no BF do que no grupo de AF (P < 0.0001). A maioria dos estudos utilizando o teste do AZAN 

foram realizados em humanos, nos quais tem sido sugerido seu valor preditivo na fertilidade do 

homem (Auger et al., 1990; Hammadeh et al., 2001). Relativamente, poucos estudos examinaram a 

associação entre o AZAN e a fertilidade de touros (Vieytes et al., 2008). Nos animais, a 

porcentagem de espermatozoide positivos para o teste é variada sendo 1% em camundongos (Shokri 

et al., 2013), 10% em gatos (Hingst et al., 1995), 10% em coelhos  (Steger et al., 2005) e 50% em 

galos (Santiago-Moreno et al., 2009). Em touros a extensão dos resultados varia de 1 a 10% e estes 

tem sido associados a instabilidade da cromatina e danos no DNA (Khalifa et al., 2008; 

Mukhopadhyay et al., 2011). Nossos resultados foram caracterizados por uma diferença pequena 

mas significativa entre os grupos, a qual poderia indicar uma espermatogênese menos eficiente nos 

touros de baixa fertilidade.

Nos nossos experimentos de western blot nenhuma associação estatística entre as histonas 

(h2B, h3.3 e H4) e a fertilidade dos touros foi observada. Entretanto, foram constatadas distintas 

populações espermáticas com relação à intensidade do nível de histonas (baixo, médio e alto) (Fig.4 

e Tab.2). Também foi observada uma correlação positiva entre a área da cabeça dos

espermatozoides e a intensidade de presença das histonas (P < 0.0001). Considerando que as 



53

protaminas s�o essenciais para a compacta��o da cromatina esperm�tica, a substitui��o ineficiente 

das histonas pelas protaminas pode reduzir o grau de condensa��o da cromatina (Carrel et al., 

2007). Altos n�veis de reten��o de histonas foram associados com baixa condensa��o da cromatina, 

a qual pode influenciar o tamanho da cabe�a do espermatozoide ap�s protocolos de descondensa��o 

(Kazerooni et al., 2009). Corroborando estes achados, um estudo em bovinos demonstrou que danos 

ao DNA foram relacionados a anormalidades de forma e tamanho da cabe�a do espermatozoide 

(Enciso et al., 2011). Foi observado no presente estudo que a maior parte da popula��o esperm�tica 

de ambos os dois touros apresentavam um n�vel reduzido de reten��o de histonas (71% nos touros 

BF bull e 78% nos de AF), ratificando os resultados do teste do AZAN. Os sinais das histonas na 

imunofluoresc�ncia apresentaram um padr�o pontuado na regi�o da cabe�a esperm�tica (Fig. 4), 

este padr�o tamb�m foi similar a estudos semelhantes em su�nos (Flores et al., 2011) e homens 

(Zhang et al., 2006). Al�m disso, um dos poucos trabalhos conduzidos sobre a cromatina 

esperm�tica de touros, demonstrou que as histonas tamb�m est�o localizadas na teca perinuclear 

(Tovich and Oko, 2003). Esta observa��o � consistente com os nossos resultados, pois os sinais das 

histonas foram principalmente presentes na regi�o pr�-equatorial da cabe�a. Histonas tamb�m 

podem se apresentar no citoplasma ou associadas com mitoc�ndrias em c�lulas animais (Cascone et 

al., 2012; Choi et al., 2011; Johnson et al., 2007; Kutsyi et al., 2009), o que pode justificar os sinais 

constatados nas pe�as intermedi�rias neste estudo.

N�o houve diferen�a significativa na express�o das histonas esperm�tica H2B, H3.3 e H4 

entre touros BF e AF (Fig.3), contudo, os espermatozoides com reten��o elevada de histonas foram 

mais abundantes no touros de BF. Por�m, como a porcentagem de c�lulas positivas foi menor do 

que 2% em ambos os grupos, esta n�o foi suficiente para afetar a express�o das histonas 

mensuradas pelo western blot. A propor��o anormal entre histonas e protaminas afeta 

negativamente a cromatina esperm�tica. Por exemplo, Hammoud et al. (2011) sugeriram que a 

reten��o de histonas promoveu uma diferen�a de distribui��o das mesmas entre homens inf�rteis e 

f�rteis. Al�m disso, homens subf�rteis com taxas elevadas de gametas positivos para AZAN 

apresentaram altera��es na acetila��o das histonas (Paradowska et al., 2012). As causas para 

ocorr�ncia de excessiva persist�ncia de histonas ainda n�o foram elucidadas, mas altera��es dos 

n�veis de testosterona e horm�nio fol�culo estimulante (FSH) e, defeitos moleculares est�o entre os 

poss�veis fatores (Gill-Sharma et al., 2012). Meyer-Ficca et al. (2009, 2011) relataram que a 

defici�ncia da poli (ADP-ribose) glicohidrolase (PARG) – uma enzima que modula o reparo do 

DNA durante a espermatog�nese – promoveu um aumento espec�fico dos n�veis da histona 
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H2AFX-fosforilada e uma retenção anormal das histonas centrais em linhagens de camundongos 

subférteis.

Por meio das análises de bioinformática nós demonstramos que as histonas H3.3 e H4 são 

idênticas entre bovinos, camundongos e seres humanos, enquanto a histona H2B foi mais 

conservada entre o bovino e o homem quando comparada as variantes murinas. Estes resultados 

sugerem que as histonas H3.3 e H4 apresentam uma funcionalidade idêntica nestas espécies. Ao 

contrário da histona H2B que deve apresentar funções distintas entre os mamíferos. O bovino é um 

animal modelo explorado em diversas áreas da reprodução como criopreservação de embriões 

(Huang et al., 2007), testes genéticos (Almodin et al., 2005) e ensaios citotóxicos em 

espermatozoides (Cesari et al., 2007). Devido aos valiosos dados de fertilidade oriundos de centrais 

de inseminação (DeJarnette et al. 2004), o touro é um modelo conveniente para estudos de aspectos 

genéticos e epigenéticos da fertilidade masculina. As centrais de inseminação não apenas dispõem 

de análises de centenas inseminações por touro, mas também são capazes de classificar os machos 

em graus distintos de fertilidade, ao invés de somente dividi-los em fenótipos férteis ou inférteis. 

Além disso, técnicas para produção in vitro de embriões estão bem estabelecidas e são adequadas 

para avaliação do impacto do epigenoma paternal sobre o desenvolvimento embrionário (Machaty 

et al., 2012). No presente experimento, demonstramos a conservação e relação evolutiva entre as 

histonas de bovinos, camundongos e seres humanos, com o intuito de valorizar os espermatozoides 

de touros para estudos sobre a integridade da cromatina espermática.

Nosso estudo é o primeiro em avaliar diferenças de fertilidade em touros relacionadas à 

expressão de histonas nos espermatozoides. A pequena amostragem utilizada nos ensaios de 

imunofluorescência limitou a análise estatística para detecção de diferenças entre os grupos.

Entretanto, observamos variações na população espermática que podem ser revalidadas utilizando 

um número maior de amostras relacionadas a estudos de fertilidade diagnósticos ou preditivos (Fig. 

4). Embora as modificações pós-traducionais (MPT) nas histonas modulem o epigenoma 

espermático (Jenkis and Carrel, 2012), nosso estudo não abordou estes fatores. Desta forma, uma 

análise qualitativa das MPT em histonas espermáticas de touros pode trazer novas perspectivas para 

a compreensão das regulações epigenéticas que afetam a fertilidade dos machos. Utilizando os 

meios atuais de análise seminal, a predição da fertilidade em touros ainda está distante da demanda 

da bovinocultura mundial. No homem, a contribuição das histonas paternas já foi examinada e 

foram constatadas influências do epigenoma masculino no desenvolvimento embrionário inicial

(van der Heijden et al., 2008). Neste contexto, a avaliação epigenômica dos espermatozóides é uma 

nova área de pesquisa na seleção de touros que poderá gerar resultados positivos para produtores e 
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consumidores. Em conclusão, a fertilidade de touros foi associada com o estado de condensação da 

cromatina, relacionado à retenção das histonas na população espermática Não foram encontradas 

relações entre os níveis de expressão das histonas H2B, H3.3 e H4 com a fertilidade de touros. As 

análises de imunofluorescência demonstraram diferentes populações de espermatozoide 

relacionadas à retenção de histonas.
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6.8 Tabelas e figuras suplementares

Tabela suplementar 1. Lista das histonas H2B utilizadas nas análises de bioinformática.
Entrada Nome de entrada Nome da proteína Organismo Nome dos genes Identidade (%)

bovino camundongo homem

Q99877 H2B1N_HUMAN Histone H2B type 

1-N

Homo 

sapiens 

(Human)

HIST1H2BN H2

BFD

100% N/A -

F2Z4E8 F2Z4E8_BOVIN Histone H2B Bos 56aurus 

(Bovine)

H2B - N/A 100%

Q16778 H2B2E_HUMAN Histone H2B type 

2-E

Homo 

sapiens 

(Human)

HIST2H2BE H2

BFQ

100% N/A -

A5D7N2 A5D7N2_BOVIN Histone H2B Bos 56aurus 

(Bovine)

HIST2H2BE - N/A 100%

Q8N257 H2B3B_HUMAN Histone H2B type 

3-B

Homo 

sapiens 

(Human)

HIST3H2BB 98.41% 100% -

Q8CGP0 H2B3B_MOUSE Histone H2B type 

3-B

Mus 

musculus 

(Mouse)

Hist3h2bb Hist3h

2bb-ps

98.41% - 100%

E1B8G9 E1B8G9_BOVIN Histone H2B Bos 56aurus 

(Bovine)

HIST3H2BB - 98.41% 98.41%

P62807 H2B1C_HUMAN Histone H2B type 

1-C/E/F/G/I

Homo 

sapiens 

(Human)

HIST1H2BC H2

BFL

HIST1H2BE H2

BFH

HIST1H2BF H2B

FG

HIST1H2BG H2

BFA

HIST1H2BI H2B

FK

100% 100% -

Q6ZWY9 H2B1C_MOUSE Histone H2B type 

1-C/E/G

Mus 

musculus 

(Mouse)

Hist1h2bc

Hist1h2be

Hist1h2bg

100% - 100%

P62808 H2B1_BOVIN Histone H2B type 

1

Bos 56aurus 

(Bovine)

- 100% 100%

Q96A08 H2B1A_HUMAN Histone H2B type 

1-A

Homo 

sapiens 

(Human)

HIST1H2BA TS

H2B

N/A 85.04% -

Q921L4 Q921L4_MOUSE Histone H2B Mus 

musculus 

(Mouse)

Gm13646 Hist1h

2bc Hist1h2br 

LOC665622 

OTTMUSG00000

013203 

mCG_50238

N/A - 85.04%



57

P23527 H2B1O_HUMAN Histone H2B type 

1-O

Homo 

sapiens 

(Human)

HIST1H2BO H2

BFH H2BFN

- - -

O60814 H2B1K_HUMAN Histone H2B type 

1-K

Homo 

sapiens 

(Human)

HIST1H2BK H2

BFT HIRIP1

100% N/A -

F2Z4F9 F2Z4F9_BOVIN Histone H2B Bos 57aurus 

(Bovine)

BT.88561 - N/A 100%

P58876 H2B1D_HUMAN Histone H2B type 

1-D

Homo 

sapiens 

(Human)

HIST1H2BD H2

BFB HIRIP2

N/A 100% -

P10854 H2B1M_MOUSE Histone H2B type

1-M

Mus 

musculus 

(Mouse)

Hist1h2bm N/A - 100%
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Figura suplementar 1. Árvore filogenética (A) e alinhamento múltiplo* (B) das histonas H2B oriundas de bovinos, camundongos e seres 

humanos. Árvore filogenética: as distâncias evolucionárias dos grupos de proteínas estão representadas numericamente nos ramos. 

Alinhamento múltiplo (B); aminoácidos iguais possuem cores iguais e aminoácidos diferentes estão representados na cor branca.
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Tabela suplementar 2. Lista das histonas H3.3 e H4 utilizadas nas análises de bioinformática.

Entrada Nome de entrada

Nome da 

proteína Organismo Nome do gene

Q5E9F8 H33_BOVIN Histone H3.3 Bos taurus (Bovine) H3F3A H3F3B

P84244 H33_MOUSE Histone H3.3 Mus musculus (Mouse) H3f3a H3.3a H3f3b H3.3b

P84243 H33_HUMAN Histone H3.3 Homo sapiens (Human) H3F3A H3.3A H3F3 PP781 H3F3B H3.3B

P62805 H4_HUMAN Histone H4 Homo sapiens (Human) HIST1H4A H4/A H4FA

HIST1H4B H4/I H4FI

HIST1H4C H4/G H4FG

HIST1H4D H4/B H4FB

HIST1H4E H4/J H4FJ

HIST1H4F H4/C H4FC

HIST1H4H H4/H H4FH

HIST1H4I H4/M H4FM

HIST1H4J H4/E H4FE

HIST1H4K H4/D H4FD

HIST1H4L H4/K H4FK

HIST2H4A H4/N H4F2 H4FN HIST2H4

HIST2H4B H4/O H4FO

HIST4H4

P62803 H4_BOVIN Histone H4 Bos taurus (Bovine)

P62806 H4_MOUSE Histone H4 Mus musculus (Mouse) Hist1h4a

Hist1h4b H4-53

Hist1h4c H4-12

Hist1h4d

Hist1h4f

Hist1h4h

Hist1h4i

Hist1h4j

Hist1h4k

Hist1h4m

Hist2h4a Hist2h4

Hist4h4
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Figura suplementar 2. Árvore filogenética e alinhamento múltiplo das histonas H3.3 (A e B) e H4 (C e D) oriundas de bovinos, camundongos e 

seres humanos. Alinhamento múltiplo (B e C): aminoácidos iguais possuem cores iguais.
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7. ESTUDO 2: AVALIAÇÃO DA  INTEGRIDADE DE CROMATINA E PROTEÍNAS EM 

ESPERMATOZOIDES DE CARNEIROS MORADA NOVA ALIMENTADOS COM 

FARELO DE CASTANHA E SUAS RELAÇÕES COM PARÂMETROS SEMINAIS.

(Este estudo será enviado para publicação no periódico Animal Reproduction Science)

Avaliação da integridade de cromatina e proteínas em espermatozoides de carneiros Morada 

Nova alimentados com farelo de castanha e suas relações com parâmetros seminais.

(Evaluation of chromatin integrity and sperm proteins from Morada Nova rams fed with cashew nut 

meal and theirs relations with classical seminal parameters.)

Rodrigo V. de Oliveira, Maurício F. van Tilburg, Lucas S. Fonseca, Alethéia,.C.B.L. Souza; Erika 

S.B. Menezes, Sule Dogan, Frederico B. Moreno, Ana Cristina O. Monteiro-Moreira, Erdogan 

Memili, Arlindo Moura.
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Avaliação da  integridade de cromatina e proteínas em espermatozoides de carneiros morada 

nova alimentados com farelo de castanha e suas relações com parâmetros seminais.

RESUMO

O farelo de castanha caju (FCC) é uma opção nutritiva e de baixo custo para a alimentação de ovinos. 

Entretanto, existe uma carência de estudos avaliando seus efeitos na reprodução de carneiros. Neste 

contexto, a integridade da cromatina, que está associada à qualidade das proteínas espermáticas, é 

vital para a fertilidade dos machos. Assim, este trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos da 

inclusão de 13% de FCC na dieta de carneiros Morada Nova sobre as características seminais 

clássicas, integridade de cromatina e o perfil das proteínas espermáticas. Vinte carneiros foram 

divididos em dois grupos: grupo castanha (GCA) e grupo controle (GCO). O GCA e o GCO 

receberam na dieta 13% e 0% de FCC durante 90 dias. Os grupos foram comparados quanto ao peso 

vivo, circunferência escrotal, parâmetros seminais clássicos (volume, concentração espermática, 

motilidade e morfologia), integridade de cromatina pelo teste do azul de toluidina e perfil das 

proteínas espermáticas por meio de eletroforese unidimensional em gel de ácido acético-uréia-

poliacrilamida (AU-PAGE) aos 0, 45 e 90 dias de experimento. Aos 90 dias o GCA apresentou 

porcentagem de espermatozoides móveis superior ao GCO (69,00% (7,38; 2,33)) e 60,00% (9,43; 

2,98)) (P<0.05). Não houve efeito da dieta contendo FCC sobre a integridade da cromatina. Porém, 

os percentuais de outer dense fiber protein 1 (ODF1) and histone H2B type W-T-like (H2B) foram 

mais elevados nos carneiros do GCA (P<0.05). As proteínas: outer dense fiber protein 1 (ODF1), 

phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (GPX4), ferritin light chain-like (FTL ) e histone 

H2B type W-T-like foram negativamente correlacionadas com a qualidade da cromatina espermática. 

Em conclusão, o FCC não afetou negativamente a qualidade seminal. Contudo, o impacto das 

diferenças no perfil das proteínas espermáticas encontradas no GCA deve ser avaliado sobre a 

fertilidade dos carneiros.

Palavras-chave: cromatina espermática, proteínas espermáticas e farelo de castanha de caju.
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Avaliação da integridade de cromatina e proteínas em espermatozoides de carneiros Morada 

Nova alimentados com farelo de castanha e suas relações com parâmetros seminais.

ABSTRACT

The cashew nut meal (CNM) is a nutritious and low costs option for sheep feeding. However, there is 

a lack of studies evaluating its effects on ram´s reproduction. In this context, chromatin integrity, that 

is associated with the quality of sperm proteins, is vital to male fertility. Therefore, the main 

objectives of this work were evaluate the effects of 13% of CNM inclusion in the diet of Morada 

Nova rams on the classical semen parameters, chromatin integrity and sperm proteins. Twenty rams 

were distributed in two equal groups: cashew nut group (CNG) and control group (COG). The CNG 

and COG received 13% and 0% of CNM in the diet for 90 days. The groups were compared for live 

weight, scrotal circunference, classical seminal parameters (volume, concentration, motility and 

morphology), chromatin integrity by using toluidine blue test and sperm protein expression by acetic 

acid-urea-PAGE unidimensional electrophoresis (AU-PAGE) at 0, 45 and 90 days of the experiment. 

At 90 days, CNG (69.00% (7.38; 2.33)) presented percentage of motile sperm superior than control 

group (60,00% (9,43; 2,98)) (P<0.05). There was not effect of the diet with CNM on chromatin 

integrity. But, the percentages of outer dense fiber protein 1 (ODF1) and histone H2B type W-T-like 

(H2B) were larger in the CNG (P<0.05). The proteins: outer dense fiber protein 1 (ODF1), 

phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (GPX4), ferritin light chain-like (FTL ) and 

histone H2B type W-T-like were negatively correlated with sperm chromatin quality. In conclusion, 

the cashew nut meal did not affect negatively the semen quality. However, the impact of the sperm 

protein profile differences found in the CNG should be evaluated on the in vivo ram fertility.

Keywords: sperm chromatin, sperm proteins and cashew nut meal.
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7.1 Introdução

A rentabilidade da produção animal é dependente da eficiência reprodutiva do rebanho. 

Dentre os fatores que afetam a reprodução animal a nutrição se destaca como um dos principais

(Robinson et al., 2006). Considerando o gasto elevado com manejo nutricional dos criadores, existe

uma demanda de alimentos com baixo custo e nutritivos para inclusão nas rações animais (Cutrim et 

al., 2013). Desta forma, os resíduos da agroindústria tornam-se opções viáveis de ingredientes para 

ração de ruminantes (Devendra e Sevilla, 2002). Nesse contexto, subprodutos da produção de 

castanhas podem ser utilizados como ingredientes na composição de rações animais. A castanha de 

caju é a terceira castanha comestível mais produzida no mundo (dados obtidos na base de dados do 

International Nut Council; http://www.nutfruit.org/) e, aquelas que chegam à indústria fora do padrão 

para consumo humano têm sido aproveitadas na forma de farelo de castanha de caju (FCC) para 

nutrição animal (Santos-Filho et al., 2005).

O FCC tem sido utilizada na alimentação de bovinos (Pimentel et al., 2012), caprinos (Okolo 

et al., 2012) e ovinos (Pimentel et al., 2011) mostrando ser uma fonte  viável, rica em energia e 

proteína, para a alimentação de ruminantes. Contudo, todo alimento alternativo deve ser avaliado 

quanto aos possíveis efeitos na fisiologia reprodutiva dos animais, como por exemplo, na qualidade 

espermática dos reprodutores (Blache et al ., 2008). Classicamente, as principais avaliações do sêmen

ovino estão relacionadas às características físicas seminais, como volume e aspecto, e exames 

microscópicos dos espermatozoides, relacionados a motilidade, morfologia e concentração 

espermáticas, porém, recentemente novas abordagens têm sido implementadas, como testes de 

qualidade mitocondrial e de integridade da cromatina (Tsakmakidis, 2010).

A cromatina espermática é um fator intrínseco espermático formado pela associação do DNA 

com nucleoproteínas, as protaminas e as histonas, e, sua integridade é essencial para o

desenvolvimento embrionário (Miller et al., 2010). As protaminas são as proteínas nucleares 

espermáticas mais abundantes em mamíferos, sendo responsáveis pela compactação do genoma 

paternal, a qual é essencial para manutenção da integridade do DNA e hidrodinâmica espermática 

(Oliva, 2006). As regiões do DNA espermático associadas às histonas são ricas em genes 

relacionados ao desenvolvimento embrionário (Steilmann et al., 2011) e tem sido consideradas como 

potenciais fatores epigenéticos paternos (van der Heijden et al., 2008). Desta forma, alterações destes 

elementos epigenéticos, relacionadas à qualidade das nucleoproteínas espermáticas, têm sido 

atribuídas à diminuição da fertilidade in vitro e in vivo de camundongos (Katz-Jaffe et al., 2013). 

Além disso, em homens subférteis com baixa qualidade seminal, as histonas estão presentes em 
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quantidades elevadas anormais e s�o associadas a falhas na compacta��o da cromatina (Zini et al., 

2008). Contudo, existe uma car�ncia de experimentos analisando a rela��o da qualidade da cromatina 

esperm�tica com as prote�nas esperm�ticas em animais de produ��o.

Dentre os principais testes utilizados em ovinos para avaliar a integridade da cromatina

quanto � fragmenta��o do DNA na popula��o esperm�tica, podemos citar: teste de dispers�o da 

cromatina (Sperm Chromatin Dispersion Test, SDF (Halomax�)) (L�pez-Fern�ndez et al., 2008), 

ensaio de estrutura da cromatina esperm�tica (Sperm Chromatin Structure Assay, SCSA) (Martinez-

Pastor et al., 2004), eletroforese em gel de c�lula �nica (COMET essay) (Gundogan et al., 2010), 

t�cnica de inser��o de nucleot�deos biotinilados na extremidade do fragmento do genoma (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated dUDP nick-end labeling, TUNEL) (Mendoza et al., 2012). 

Entretanto, estas t�cnicas t�m seu car�ter pratico limitado devido � necessidade de equipamentos 

custosos, como microsc�pios de fluoresc�ncia e/ou cit�metros de fluxo, al�m de serem t�cnicas 

laboriosas. Como op��es para exames a campo da cromatina esperm�tica existem os testes do azul de 

anilina e do azul de toluidina, os quais se baseiam em simples an�lises colorim�tricas em microscopia 

de campo claro (Sousa et al., 2010). As colora��es a base de azul de toluidina t�m a capacidade de se 

ligar a grupos fosfatos expostos do DNA esperm�tico, em c�lulas com falhas na condensa��o da 

cromatina, produzindo uma colora��o violeta a azul escuro (Mello, 1982). O teste de azul de 

toluidina tem sido utilizado para avalia��o da fertilidade em humanos (Tsarev et al., 2009). 

Assim como a integridade da cromatina � dependente de prote�nas, outras caracter�sticas 

estruturais e funcionais dos espermatozoides tamb�m o s�o. A an�lise prote�mica esperm�tica j� 

identificou sequencias pept�dicas com fun��es enzim�ticas, transportadoras, oxido-redutivas e 

estruturais (Baker et al., 2008; van Tilburg et al., 2013). Em bovinos, as associa��es de prote�nas com 

a morfologia e a motilidade esperm�ticas j� foram demonstradas (Shojaei Saadi et al., 2013; Costa et 

al., 2012). Al�m disso, a fertilidade in vivo de touros foi relacionada a express�es superiores das 

prote�nas adenilato quinase (AK1) e da inibidora de proteases intracelular (PEBP1) (D’amours et al., 

2010). 

Considerando a viabilidade econ�mica do farelo de castanha na alimenta��o de ovinos, se faz 

necess�ria uma an�lise dos seus poss�veis efeitos na qualidade esperm�tica de carneiros. Portanto, o 

objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da alimenta��o de reprodutores da ra�a Morada Nova 

com farelo de castanha de caju sobre a express�o das prote�nas dos espermatozoides e integridade da 

cromatina esperm�tica, al�m disso, tamb�m foram mensuradas as associa��es entre a express�o das 

prote�nas esperm�ticas, a integridade de cromatina e os par�metros seminais cl�ssicos. 
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7.2 Material e métodos

7.2.1 Animais e grupos experimentais

O experimento foi realizado durante o per�odo de Outubro a Dezembro de 2013 em Fortaleza-CE 

(latitude 3o 44’ 33’’ e longitude 38o 34’ 42’’). Vinte carneiros da ra�a Morada Nova variedade 

vermelha com 18 meses de idade foram divididos em dois grupos, denominados grupo castanha

(GCA) e grupo controle (GCO). Ambos os grupos receberam ra��es totais, isoproteicas e isocal�ricas 

(Tabela 1), compostas por 50% de feno tifton e concentrado a base de milho mo�do, farelo de soja e

minerais. Entretanto, o GCA recebeu 13% de FCC na dieta. A quantidade de ra��o fornecida foi 

diariamente ajustada tendo por base o consumo do dia anterior, visando � manuten��o das sobras em 

torno de 10% do total fornecido, para possibilitar a ingest�o volunt�ria e n�o alterar a propor��o de 

ingredientes.

7.2.2 Coleta e avaliação seminal

O s�men foi coletado semanalmente durante 90 dias por meio de eletroejacula��o. O s�men 

foi avaliado quanto ao volume (mL) por meio de tubo de coleta falcon graduado. A motilidade 

massal (1-5) foi avaliada em gota de s�men puro sobre l�mina aquecida a 37oC em microscopia de 

campo claro sob aumento de 100x. Para an�lise da porcentagem de espermatozoides m�veis (%) e 

vigor esperm�tico (1-5), o s�men foi dilu�do em solu��o fisiol�gica (NaCl 0,09%) e uma gota 

depositada entre l�mina e lam�nula (37 oC) avaliada em microscopia de campo claro sob aumento de 

x400 (Chemineau et al., 1991). Para exame da morfologia esperm�tica, foram confeccionados 

esfrega�os corados com eosina nigrosina para quantifica��o de defeitos totais, maiores e menores na 

popula��o esperm�tica (Blom, 1983). O s�men recebeu 1 mM de PMSF (inibidor de protease) e foi 

armazenado a -20 oC e posteriormente lavado duas vezes com PBS (pH=7,4) a 700 g/15 min a 4oC. 

Aliquotas de 50.106 de espermatozoides foram armazenadas em microtubos de 1.5mL at� a extra��o

das prote�nas e avalia��o da integridade de cromatina pelo corante azul de toluidina.
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Tabela 1. Percentagem de nutrientes e ingredientes das rações totais fornecidas ao grupo castanha 

(GCA) e do grupo controle (GCO).

Nutrientes Ração GCA Ração GCO

Matéria Seca (%) 90,47 89,98

Nutrientes digeríveis totais (%MS) 69,50 69,41

Fibra em detergente neutro (%MS) 41,77 41,59

Proteína bruta (%MS) 16,00 16,00

Extrato etéreo (%MS) 6,51 2,58

Ingredientes 

Feno de tifton (%) 50,00 50,00

Milho moído (%) 18,29 28,07

Farelo de soja (%) 16,63 20,13

Farelo de castanha de caju (%) 13,00 0,00

Calcário calcítico (%) 0,41 0,80

Cloreto de sódio (%) 0,50 0,50

Fosfato bicálcico (%) 0,67 0,00

Mistura mineral comercial* (%) 0,50 0,50

*Mistura mineral comercial (/kg de produto): P: 61g; Ca: 267g; S: 35g; Co: 20mg; Mn: 2000mg; Cu: 350mg; F: 610mg; 

Se: 23mg; Mg: 20g; Cr: 60mg; Mo: 500mg; Zn: 6000mg; Fe: 3000mg; I: 80mg.

7.2.3 Teste do azul de toluidina

Aliquotas dos espermatozoides armazenados a -20 oC foram descongeladas a 37 oC por 1 min 

para confecção de esfregaços para o teste do azul de toluidina. Estes esfregaços espermáticos foram 

fixados em 3:1 etanol:ácido acético por 1 min e, posteriormente, em etanol a 70% por 3 min. Para 

então serem submetidos a imersão em solução 4M de HCl por 25 min. Ao final, foram rinsados em 

água destilada e secados a temperatura ambiente. Uma gota do corante azul de toluidina (0.025% azul 

de toluidina em tampão Mcilvaine (citrato de sódio: fosfato pH=4.0) depositada sobre o esfregaço,

foi coberta com lamínula e imediatamente avaliada em microscopia de campo claro sob aumento de 

1000x em objetiva de imersão. Foram analisados 500 espermatozoides por esfregaço em duplicata. 
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Os espermatozoides levemente corados em azul claro foram julgados normais (negativos) e aqueles 

corados em azul escuro à violeta foram considerados com cromatina alterada (positivos).

7.2.4 Extração das proteínas espermáticas

O protocolo de extração das proteínas espermáticas foi realizado segundo de Yebra e Oliva 

(1993). As alíquotas de espermatozoides foram lavadas em solução de 1 mM de fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF) à 4 oC por 5 min à 10.000g, duas vezes. Em seguida, os respectivos pellets 

de espermatozoides foram incubados em solução de 5 mM EDTA, 0.25 mM PMSF, 140 mM 

iodoacetato de sódio, 1,5 mM cloreto de guanidina, 145 mM DTT e 25 mM Tris (pH=8.0) por 30 min 

à temperatura de ambiente. Posteriormente, as amostras foram lavadas em solução de 95% de álcool

etílico, à 4 oC por 15 min à 10.000g, duas vezes. Os pellets foram então incubados em solução de 

0.5M HCl por 15 min à 4 oC. Em seguida, as amostras foram centrifugadas à 4 oC por 15 min à 

10.000g. O extrato foi incubado com ácido tricloroacético (TCA) por 5 min à 4 oC e o precipitado 

centrifugado à 10.000g por 10 min à 4 oC. O pellet foi lavado duas vezes com solução de 1% de b-

mercaptoetanol em acetona pura à 4 oC. O sobrenadante foi desprezado, para ao final o pellet proteico 

ser solubilizado em 100 uL de tampão de amostra (5.5 M ureia, 20% b-mercaptoetanol e 5% ácido 

acético). Para quantificação das proteínas foi utilizado o método de Bradford (1976). As amostras 

foram estocadas a -20 oC até a corrida eletroforética.

7.2.5 Eletroforese unidimensional nativa em gel de ácido acético-uréia-poliacrilamida (AU-PAGE)

As proteínas foram separadas em géis de AU-PAGE (2.5 M ureia e 0.9 M ácido acético) 

sendo o gel de empilhamento de 7,5% e o de separação de 15% (13 cm). Realizou uma corrida para 

cada período de coleta (0, 45 e 90 dias), desta forma cada gel possuía as 20 amostras respectivas aos 

10 carneiros do GCA e os 10 do GCO. Sessenta microgramas de proteína de cada amostra foram 

individualmente diluídas 1:1, em tampão de amostra contendo 50% glicerol e 2% azul de metileno e 

depositadas individualmente em cada poço. As corridas eletroforéticas foram realizadas à 250 V em 

tampão de corrida de 0.9M de ácido acético.

Após a corrida os géis foram fixados em solução aquosa de etanol à 30% e ácido fosfórico à 

2% por 12 hs. Posteriormente, lavados três vezes em solução aquosa de ácido fosfórico à 2% durante 

20 min. E corados em solução aquosa de ácido fosfórico à 2%, etanol à 18%, sulfato de amônio 18% 

e Coomassie G-250 (SIGMA-ALDRICH®, EUA) à 2% por 72 hs sob leve agitação.
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7.2.6 Análise das bandas proteicas auxiliada por computador.

Os géis foram descorados em água destilada e escaneados para digitalização de suas imagens 

no ImageScanner III® (GE Healthcare®, EUA) utilizando o programa de computador LabScan TM 

6.0 (GE Healthcare®, EUA). Para avaliação das imagens e quantificação da densidade óptica das

bandas proteicas foi utilizado o programa Quantity One 4.6.3. (GE Healthcare®, EUA). A expressão 

relativa de cada banda foi expressa como porcentagem do total de sua respectiva amostra

(porcentagem relativa da banda = (intensidade da banda/intensidade total da respectiva amostra) x 

100). Foram selecionadas para comparação entre os grupos apenas as bandas presentes em todos os 

animais.

7.2.7 Digestão das bandas de proteínas

As bandas proteicas foram excisadas do gel em pedaços de 1 mm3 e acondicionadas em 

microtubos (Eppendorf®). Em seguida os fragmentos foram lavados três vezes em 400 uL de solução 

de 50% de acetonitrila à 100% e 50 mM de bicarbonato de amônio(pH= 8,0) por 15 min. Após as 

lavagens, estes foram desidratados em 200 uL de acetonitrila à 100%, por 5 min, e então submetidos 

a secagem em concentrador a vácuo (Speedvac®), durante 15 min. 

Os pedaços de géis desidratados foram então imersos em 100 uL de solução de 10 mM de 

ditiotreitol e 100 mM de bicarbonato de amônio por 30 min à 56 oC. Após a remoção da solução de 

DTT, adicionou-se 100 uL de solução de 50 mM de iodoacetamina e 100 mM de bicarbonato de 

amônio por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, foram lavados com 200 uL de 100 mM 

de bicarbonato de amônio por 10 min e desidratados com 200 uL de acetonitrila à 100% por 5 min, 

duas vezes respectivamente. Em seguida, foram novamente desidratados em concentrador a vácuo 

(Speedvac®), por 15 min. Os fragmentos secos foram então acondicionados em gelo, para adição da 

tripsina (trypsin V511, Promega®) seguindo as orientações do produto. O excesso da solução de 

tripsina, não absorvido pelos fragmentos, foi removido para adição de 20 uL de 50 mM bicarbonato 

de amônio. A digestão dos fragmentos hidratados com tripsina foi realizada durante 16 horas à 37 oC. 

Ao final, o excesso de solução contendo peptídeos foi removido e transferido para um novo 

microtubo (Eppendorf®). Posteriormente, os fragmentos foram imersos em 30 uL de ácido fórmico a 

5% e acetronitrila a 50%, por 30 min, sendo esta solução combinada com os peptídeos anteriormente 

removidos. Este procedimento foi repetido, e cada solução de peptídeos, respectiva a cada banda, foi 
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submetida à secagem em concentrador a vácuo (Speedvac®) por uma hora. Por fim, as amostras 

desidratadas foram armazenadas à -20 oC até a análise dos espectros de massa.

7.2.8 Identificação das proteínas por espectrometria de massa

Os peptídeos trípsinizados referentes a cada banda foram submetidos à cromatografia líquida, 

em coluna de UPLC C18, associada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS; Synapt G2 

HDMS instrument (Waters Co., Milford, EUA) (van Tilburg et al., 2013). Os espectros de massa 

obtidos foram processados e formatados pelo programa Mascot Distiller (Matrix Science Ltd) e então 

submetidos à busca nas bases de dados NCBI e SwissProt por meio do programa online MASCOT 

Server em modo de pesquisa MS/MS Ion Search (http://www.matrixscience.com). Os parâmetros 

estabelecidos para a busca foram: até uma clivagem perdida, oxidação parcial dos resíduos de 

metionina, carbamidometilação total dos resíduos de cisteína, valores de massa isotópicos e 

tolerâncias de massa de ± 0.1 Da. As proteínas sugeridas foram validadas quando apresentaram pelo 

menos duas sequências peptídicas significativas, ou seja, com pontuações individuais (score) acima 

do limite. Posteriormente, as proteínas identificadas validadas foram pesquisadas no banco de dados 

UniProt® Knowledgebase (http://www.uniprot.org/) para informações gerais de ontologia gênica 

relacionadas a localização celular, funções moleculares e biológicas. Modelos tridimensionais das 

proteínas foram obtidos na base de dados de estruturas proteicas da University of California, San 

Francisco (http://modbase.compbio.ucsf.edu).

7.2.9. Análise estatística

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dois grupos (GCA e GCO) 

contendo 10 repetições cada. As análises estatísticas foram realizadas por meio do programa Systat 

12 (SYSTAT Software, Inc., EUA). Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelos testes de 

D´Agostino Pearson e Shapiro-Wilk. Aqueles não paramétricos foram normalizados por meio de 

transformações logarítmicas ou quadráticas. Os dados foram analizados pelo método GLM for 

repeated measures (ANOVA) do Systat 12®. Para análise de possíveis diferenças entre o GCA e 

GCO no mesmo período (0, 45 ou 90 dias) foi utilizado o teste t (P<0,05). E quanto a possíveis 

diferenças entre períodos (0, 45 ou 90 dias) no mesmo grupo (GCA ou GCO) foi utilizado o teste de 

Tukey. Associações entre a porcentagem de espermatozoides positivos para o teste do AT com os 

parâmetros espermáticos de motilidade massal (MM), porcentagem de espermatozoides móveis 
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(PM), vigor espermático (Vigor), defeitos totais (DEFTO), maiores (DEFMA) e menores (DEFME) 

foram testadas pela correlação de Pearson (P<0,05). E as relações entre a porcentagem relativa de 

cada banda eletroforética (B1, B2, B3, B4 e B5) e os parâmetros espermáticos (AT, MM, PM, Vigor, 

DEFTO, DEFMA e DEFME) foram examinadas pela correlação de Spearman (P<0,05). Os dados 

foram expressos em média (desvio padrão (DP); erro padrão (EP)). 

7.3 Resultados

O peso vivo (PV) e a circunferência escrotal (CE) dos animais aumentaram ao longo do 

experimento independente do grupo (Tabela 2) (P < 0.05). Não houve diferenças significativas em 

relação ao peso vivo (PV) e circunferência escrotal (CE) dos carneiros entre GCA e GCO ao longo 

do experimento (Tabela 2) (P > 0.05). Assim como, o ganho de peso médio/dia (g/dia) ao final do 

experimento (dados não tabelados) que também não variou entre GCA (126,9 g/dia (27,2; 8,6) e 

GCO (133,7 g/dia (28,5; 9,0)) (dados não-tabelados) (P > 0,05). 

Tabela 2. Peso vivo (PV) (kg) e circunferência escrotal (CE) (cm) em carneiros Morada Nova (n=20)

alimentados com ou sem farelo de castanha. Valores expressos em média (DP; EP)

0 dias 45 dias 90 dias
Castanha Controle Castanha Controle Castanha Controle

PV 35,1 (3,9; 1,2)a 35,9 (3,1; 1,0)a 41,4 (3,7; 1,2)b 41,8 (3,3; 1,1)b 47,0 (3,9; 1,2)c 48,3 (4,0; 1,3)c

CE 31,5 (2,1; 0,7)a 30,6 (0,9; 0,3)a 32,8 (2,1; 0,7)ab 31,6 (1,5; 0,5)ab 34,2 (2,4; 0,8)b 33,6 (1,4; 0,5)b

Letras minúsculas diferentes entre colunas (períodos) representam diferenças significativas entre períodos em um mesmo

tratamento (castanha ou controle). Letras maiúsculas diferentes na mesma coluna (períodos) representam diferenças 

significativas entre tratamentos em um mesmo período (0, 45 ou 90 dias). (P > 0,05)
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Tabela 3. Avaliação dos parâmetros seminais em carneiros Morada nova (n=20), alimentados com ou sem farelo de castanha. Valores 

expressos em média (DP; EP). (P < 0.05).

0 dias 45 dias 90 dias
Castanha Controle Castanha Controle Castanha Controle

VL 1,8 (0,6; 0,2) 1,8 (0,4; 0,1) 1,6 (0,9; 0,3) 1,5 (0,5; 0,2) 2,0 (0,6; 0,2) 1,8 (0,5; 0,2)

CSPTZ 3,3 (1,3; 0,4) 2,8 (1,3; 0,4) 2,7 (1,2; 0,4) 3,2 (0,7; 0,2) 2,9 (1,7; 0,5) 2,4 (1,0; 0,3)

MM 4,2 (1,1; 0,3) 3,5 (1,1; 0,3) 3,5 (1,0; 0,3) 3,8 (0,6; 0,2) 3,1 (0,9; 0,3) 2,8 (0,9; 0,3)

PM 73,0 (6,8; 2,1) 65,0 (19,6; 6,2)ab 71,0 (5,7; 1,8) 77,0 (9,5; 3,0)a 69,0 (7,4; 2,3)A 60,0 (9,4; 3,0)bB

Vigor 3,7 (0,4; 0,1) 3,7 (0,6; 0,2) 3,5 (0,6; 0,2) 3,6 (0,5; 0,2) 3,5 (0,4; 0,1) 3,3 (0,4; 0,1)

DEFTO 9,7 (8,8; 2,8) 11,2 (15,5; 4,9) 14,3 (17,0; 5,4) 9,7 (17,6; 5,6) 15,9 (14,2; 4,5) 14,2 (12,0; 3,8)

DEFMA 2,4 (1,4; 0,3) 4,1 (3,3; 1,0) 3,8 (2,5; 0,8) 2,6 (2,1; 0,7) 3,2 (2,8; 0,9) 4,8 (2,8; 0,9)

DEFME 7,3 (8,6; 2,7) 7,1 (12,5; 4,0) 10,6 (16,6; 2,3) 7,1 (15,7; 9,0) 12,7 (3,9; 4,4) 9,4 (11,8; 3,7)

AT 6,6 (3,3; 1,0)a 6,1 (3,7; 1,2) 13,3 (5,6; 1,8)ab 10,3 (5,8; 1,8) 16,6 (11,0; 3,5)b 19,2 (18,0; 5,7)

Legenda: volume (mL) (VL); concentração espermática (sptz/mL) (CSPTZ); motilidade massal (1-5) (MM), porcentagem de espermatozoides móveis (%) 

(PM), defeitos totais (%) (DEFTO), maiores (%) (DEFMA) e menores (%) (DEFME), e, azul de toluidina (%) (AT)

Letras minúsculas diferentes entre colunas (períodos) representam diferenças significativas entre períodos em um mesmo tratamento (castanha ou 

controle). Letras maiúsculas diferentes na mesma coluna (períodos) representam diferenças significativas entre tratamentos em um mesmo período (0, 45 

ou 90 dias). (P < 0,05).
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As avaliações dos parâmetros seminais e do teste de azul de toluidina (AT) não diferiram 

significativamente entre GCA e controle GCO (Tabela 3). Exceto para porcentagem de 

espermatozoides móveis (PM) aos 90 dias, que no grupo castanha apresentou 69,0% (7,4; 2,3) contra 

60,0% (9,4; 3,0) do grupo controle (P < 0.05) (Tabela 3). Adicionalmente, uma redução na PM no 

GCO foi observada entre os períodos de 45 (77,0% (9,5; 3,0)) e 90 dias (60,0% (9,4; 3,0)) (P < 0,05). 

Embora a porcentagem de espermatozóides com cromatina anormal (postivos) no teste do AT não 

diferiu entre os grupos. houve uma diferença entre os períodos de 0 (6,6% (3,3; 1,0)) e 90 dias (16,6 

(11,0; 3,5)) no grupo GCA (P < 0.05).

A porcentagem de espermatozoides positivos no teste do AT foi correlacionada negativamente 

com as notas de motilidade massal (-0,28) e positivamente com a porcentagem de defeitos totais 

(0.36) e menores (0.38) (P < 0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Correlações significativas entre o teste de azul de toluidina (AT) e as avaliações 

espermáticas de carneiros Morada Nova (n=20).

MM PM Vigor DEFTO DEFMA DEFME

AT -0,28 0,36 0,38
Legenda: motilidade massal (MM), porcentagem de espermatozoides móveis (PM), defeitos totais (DEFTO), 

maiores (DEFMA) e menores (DEFME) e, azul de toluidina (AT).

Durante a análise dos géis, cinco bandas de proteínas, que estavam presentes em todos os 

vinte animais, foram selecionadas para quantificação (B1, B2, B3, B4 e B5) (Figura 1). A expressão 

das nucleoproteínas espermáticas não apresentou diferença significativa entre os grupos aos 0 e 45 

dias. Contudo aos 90 dias, a expressão relativa da B2 foi superior no grupo castanha (GCA: 17,0%

(2,3; 0,7); GCO: 13,8% (1,0; 0,3)) (P<0.05) (Tabela 5). E também durante o mesmo período, a B4

apresentou superior expressão no grupo castanha (GCA: 6,7% (2,2; 0,7); GCO: 4,9% (1,2; 0,4))

(P<0.05) (Tabela 5).



82

Figura 1. Gel unidimensional das proteínas espermáticas de carneiros Morada Nova oriundas do 

grupo castanha (GCA) e controle (GCA) após 90 dias de experimento. Bandas proteicas 

selecionadas para análise estatística: B1, B2, B3, B4 e B5.
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Tabela 5. Avaliação da expressão de proteínas espermáticas em carneiros Morada Nova (n=20) alimentados com ou sem farelo 

de castanha. Os valores expressos correspondem a  média (DP; EP) das porcentagens relativas da banda em relação ao total de 

cada amostra (%).(P<0,05).

0 dias 45 dias 90 dias
Castanha Controle Castanha Controle Castanha Controle

B1 11,6 (1,2; 0,4) 11,3 (1,3, 0,4) 11,4 (1,2; 0,4) 12,0 (0,7; 0,2) 18,2 (2,2; 0,7) 17,9 (2,2; 0,7)

B2 9,0 (1,1; 0,4) 9,7 (1,1; 0,4) 10,9 (1,2; 0,4) 12,3 (0,7; 0,2) 17,0 (2,3; 0,7)A 13,8 (1,0; 0,3)B

B3 2,0 (0,6; 0,2) 2,5 (0,9; 0,3) 4,4 (1,2; 0,4) 4,8 (0,5; 0,2) 4,7 (0,2; 0,3) 5,1 (0,9; 0,3)

B4 1,3 (0,9; 0,3) 1,5 (0,7; 0,2) 9,0 (1,9; 0,6) 9,1 (1,7; 0,6) 6,7 (2,2; 0,7)A 4,9 (1,2; 0,4)B

B5 44,1 (3,7; 1,2) 41,9 (4,5; 1,4) 29,1 (1,4; 0,7) 28,5 (4,0; 1,3) 34,2 (5,8; 1,8) 37,9 (2,5; 0,8)
Letras maiúsculas diferentes na mesma coluna (períodos) representam diferenças significativas entre tratamentos em um mesmo período (0, 45 ou 90 dias)

(P < 0,05).
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A porcentagem de espermatozoides com cromatina anormal mensurada pelo teste de AT foi 

correlacionada positivamente com as bandas B1 (0,34); B2 (0,51); B3 (0,40); B4 (0,25) (P<0.05) 

(Tabela 6). Adicionalmente, a B2 foi negativamente associada com a motilidade massal (-0,32) e 

positivamente com a porcentagem de defeitos menores (0,27) (Tabela 6). Além disso, a B3

correlacionou-se também negativamente com as avaliações do vigor da motilidade espermática 

(Tabela 6). Das cinco bandas digeridas para identificação, duas bandas (B1 e B5) apresentaram 

contaminação com Coomassie, corante utilizado para visualização das proteínas no gel, ao final da 

digestão impossibilitando sua utilização nas análises de espectrometria de massa. Desta forma, 

foram apenas passíveis de identificação as proteínas presentes nas bandas B2, B3 e B4. As proteínas 

identificadas nas bandas B2, B3 e B4 e suas informações de localização e, funções celulares

encontram-se resumidas nas Tabelas 7 e 8. A Figura 2 ilustra a localização das quatro proteínas 

identificadas na célula espermática e também apresenta modelos tridimensionais obtidos nas bases 

de dados de modelos estruturais de proteínas da University of California (UCSF) 

(http://modbase.compbio.ucsf.edu).

Tabela 6. Correlações significativas entre as expressões das proteínas presentes nas bandas B1, 

B2, B3, B4 e B5 e as avaliações espermáticas de carneiros Morada Nova (n=20) (P<0.05).

MM PM Vigor DEFTO DEFMA DEFME AT

B1 0,34

B2 -0,32 0,27 0,51

B3 -0,27 0,40

B4 0,25

B5
Legenda: motilidade massal (MM), porcentagem de espermatozoides móveis (PM), defeitos totais (DEFTO), 

maiores (DEFMA) e menores (DEFME), e azul de toluidina (AT).
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Tabela 7. Proteínasespermáticas identificadas (sigla) de carneiros Morada Nova, nas bandas B2, B3 

e B4, por espectrometria de massas e seus números de acesso na plataforma NCBI, massas 

moleculares (kDa)/ pontos isoelétricos (pI), e porcentagens das sequências cobertas (cobertura) (%), 

pontuações, peptídeos (pontuação do íon peptídicos), relações massa/carga (m/z) e carga (z) dos 

íons peptídicos, respectivamente.

NCBI kDa/pI Cobertura 

(%)

Pontuação Peptideos

(pontuação do íon peptídico)

m/z (z)

B2: outer dense fiber protein 1 (ODF1)

426235768 31.34/8.42 15% 188 27CIDELSAR34 (52)
148VCVSAER154 (27)

174EFSLPPCVDEK184 (40)
185DVTYSYGLGSCVK197 (69)

482,2322 (2)

410,7017 (2)

660,8113 (2)

724,8416 (2)

B3: phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase, mitochondrial (GPX4)

426230967 24.28/9.0 30% 278 89TDVNYTQLVDLHAR102 (83)
103YAECGLR109 (42)

110ILAFPCNQFGR120 (44)
121QEPGSNAEIK130 (16)
131EFAAGYNVK139 (29)

193YGPMEEPLVIEK204 (64)

822.9203 (2)

434.7011 (2)

661.8372 (2)

536.7681 (2)

499,7511 (2)

710,8557 (2)

B3: ferritin light chain-like (FTL)

426246692 20.05/5.98 25% 254 93TQDAMEAALLVEK105 (106)
106NLNQALLDLHGLASAR121(45)
155LAGPQAGLGEYLFER169(104)

717.8631 (2)

569.3141 (3)

810.9233 (2)

B4: histone H2B type W-T-like (H2B)

426257815 19.15/8.61 14% 116 74QGNFSSFATYFPR86 (60)
100ESVNVLDSFVK110 (55)

761.3621 (2)

618.8268 (2)
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Tabela 8. Principais processos biológicos, localizações celulares e funções moleculares das proteínas espermáticas de carneiros Morada Nova

identificadas por espectrometria de massas obtidos na base de dados Uniprot.

Banda Proteína Sigla Processo biológico
Localização celular 

principal
Função molecular

B2 outer dense fiber protein 1 ODF1 diferenciação das espermátides flagelo estrutural: flagelo

B3 phospholipid hydroperoxide 

glutathione peroxidase, 

mitochondrial

GPX4 resposta ao estresse oxidativo mitocôndria
enzimática: redução de 

peróxidos lipídicos

ferritin light chain-like FTL citoplasma
ligação ao Fe

enzimática: oxiredutase

B4 histone H2B type W-T-like H2B composição do nucleossomo núcleo
regulação: transcrição 

estrutural: cromatina



87

Figura 2. Localizações espermáticas e modelos tridimensionais das proteínas ferritin light chain-

like (FTL), phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase, mitochondrial (GPX4), histone 

H2B type W-T-like (H2B) e outer dense fiber protein 1 (ODF1). Linhas inteiras representam as 

localizações principais e linhas tracejadas correspondem as localizações secundárias.



88

7.4 Discussão

A nutrição pode influenciar a qualidade seminal principalmente por alterações de fatores 

metabólicos ou endócrinos que tenham ação no trato reprodutivo masculino (Martin et al., 2010). A 

principal proposta deste trabalho foi verificar se a inclusão de 13% de FCC na ração afeta a 

cromatina e expressão de proteínas espermáticas em carneiros da raça Morada Nova. Para tanto, a

integridade da cromatina e expressão de proteínas espermáticas foram analisadas por meio do teste 

do azul de toluidina e pela eletroforese unidimensional, respectivamente. Esta abordagem se 

enquadra em um campo de pesquisa recente denominado nutriproteômica, o qual explora as 

interações de componentes da dieta com os proteomas (Ganesh e Hettiarachchy, 2012). A 

abordagem proteômica na reprodução é bastante difundida em estudos humanos e com animais de 

laboratório, porém em animais de produção, como pequenos ruminantes, é ainda pouco explorada. 

O presente experimento teve duração de 90 dias, durante os períodos de 0, 45 e 90 dias não 

foram encontradas diferenças significativas entre o GCA e o GCO quanto à integridade de 

cromatina. Desta forma o FCC não promoveu efeitos significativos sobre as principais fontes de 

danos à cromatina espermática, as quais são oriundas principalmente de anormalidades 

espermatogênicas, apoptose e danos oxidativos (Agarwal e Said, 2003). Entretanto, aos 90 dias de 

experimento foram observadas maiores porcentagens relativa das bandas B2 e B4 nos carneiros

alimentados com castanha.

Quanto aos parâmetros clássicos do espermiograma de ovinos, apenas a porcentagem de 

espermatozoides móveis, aos 90 dias, apresentou diferença significativa entre os grupos GCA 

(69,00 (7,38; 2,33)) e GCO (60,00 (9,43; 2,98)) (P < 0,05). Esta ausência de efeitos negativos da 

castanha na qualidade seminal de carneiros também foi observada por Medeiros (2005). Durante 

todo o experimento também não existiram diferenças significativas entre o ganho de peso, peso 

vivo e a circunferência escrotal entre os grupos. Ratificando estas observações, em experimentos 

semelhantes, nos quais ovinos também receberam rações isoproteicas e isoenergéticas, a adição de 

FCC reduziu os custos das inclusões dos farelos de milho e soja na ração, sem influenciar o ganho 

de peso (Rodrigues et al., 2003) e a fisiologia ruminal (Pimentel et al. 2011).O teste do azul de 

toluidina (AT) é uma abordagem ainda pouco utilizada na avaliação de carneiros. Porém, 

demonstrou correlações significativas com a motilidade massal (-0.28) e as porcentagens de 

defeitos totais (0.36) e menores (0.38) (P< 0,05). Os valores médios para espermatozoides positivos 

para o teste de AT foram superiores a média encontrada por Kamimura et al. (2010), porém estes 

autores também encontraram correlações positivas entre espermatozoides positivos para o AT 
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(cromatina anormal) e as alterações morfológicas espermáticas. Da mesma forma, correlações 

semelhantes foram constatadas em experimentos utilizando coelhos (Beletti e Mello, 2004) e touros 

(Nava-Trujillo et al, 2011). Confirmando estas observações, espermatozoides defeituosos 

normalmente possuem danos membranares associados ao estresse oxidativo, ou seja, o excesso de 

espécies oxigênio reativas em paralelo a insuficiência dos sistemas antioxidantes, promove a 

peroxidação lipídica (Sanocka e Kurpisz, 2004). Consequentemente, os hidroperóxidos lipídicos 

formados, quando não neutralizados por enzimas antioxidantes, podem se associar com metais 

gerando aldeídos que danificam a cromatina (De Bont e Van Larebeke, 2004). Adicionalmente, 

Hodjat et al. (2008) demonstraram em humanos a associação da ubiquitinação espermática, 

fenômeno molecular presente em espermatozoides defeituosos, com as anormalidades da cromatina 

por meio do ensaio de AT. Assim, podemos considerar que a avaliação da cromatina espermática 

pelo ensaio do AT é uma análise interessante para ser adicionada a avaliação de reprodutores 

ovinos.

O aumento das porcentagens das proteínas B1 (0,34), B2 (0,51), B3 (0,40) e B4 (0,25) foi

associada à diminuição da integridade da cromatina espermática. A proteína B2 também foi 

correlacionada negativamente à motilidade massal (-0.32) e positivamente aos defeitos menores 

(0.27). Além disso, a proteína B3 foi negativamente relacionada ao vigor espermático (-0.27). 

Demonstrando, que este grupo de proteínas apresentou uma expressão relativa superior em 

ejaculados de qualidade seminal inferior.

Na banda B2, foi identificada a proteína ODF1 que constitui parte das fibras densas externas 

do flagelo espermático, possuindo função estrutural e de proteção a danos físicos (Baltz et al., 

1990). Porém, confirmando os achados do presente estudo, em humanos a diminuição da motilidade 

espermática foi associada à expressão elevada anormal desta proteína (Zhao et al. 2007). Além 

disso, Curry et al. (2011) encontraram níveis elevados de micro RNA relacionados a ODF1 em 

espermatozoides suínos com defeitos morfológicos, esses achados fortalecem a hipótese de que esta 

proteína pode ter sua expressão anormal em populações espermáticas de baixa qualidade. 

As proteínas GPX4 (também conhecida pela sigla PHGPx) e FTL estavam presentes na 

banda B3. A GPX4 é uma proteína fundamental para redução de peróxidos lipídicos e de 

hidrogênio, sendo encontrada na mitocôndria e no núcleo de espermatozoides (Imai e Nakagawa, 

2003; de Mateo et al., 2011). A redução de sua atividade enzimática na população espermática tem

sido observada em homens inférteis (Garrido et al., 2004). A radioterapia em ratos reduziu sua 

expressão nos espermatozoides, a qual foi relacionada à elevação das espécies oxigênio reativas e, 

consequente, redução da motilidade espermática (Li e Zhang et al., 2013). Em touros, a atividade 
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enzimática da GPX4 nos espermatozoides foi elevada nos reprodutores com qualidades superiores 

de motilidade e morfologia (Stradaioli et al., 2009). Quanto a FTL, esta é uma proteína envolvida 

no transporte e armazenamento de Fe e, consequentemente, redução da biodisponibilidade deste íon

para formação de radicais livres, porém em suínos sua concentração testicular foi associada ao 

hipogonadismo (Wise et al., 2003). Adicionalmente, o nível de RNA-m de FTL foi superior em 

espermatozoides humanos que não alcançaram a prenhez durante tratamentos de reprodução 

assistida (Garcia-Herrero et al. 2011). Sugere-se que as elevações das quantidades de GPX4 e FTL 

nos espermatozoides estejam envolvidas na redução do estresse oxidativo, que pode ter promovido 

às reduções do vigor espermático e da qualidade da cromatina.

A histona H2B foi identificada na banda B4. De forma geral, a histona H2B é uma histona 

que estrutura o nucleossomo, juntamente com as H2A, H3 e H4, esta nucleoproteína também

modula a expressão gênica por meio de modificações pós-traducionais, principalmente associadas 

às acetilações (Wyrick e Parra, 2009). Durante a espermiogênese, fisiologicamente, as histonas são 

quase totalmente substituídas pelas protaminas, sendo estas últimas responsáveis pela compacta 

condensação da cromatina espermática (Rousseaux et al. 2004). Contudo, a persistência exagerada 

de histonas afeta negativamente o adensamento cromatínico dos espermatozoides e é associada a 

casos de infertilidade em homens (Zhang et al., 2006). Níveis elevados da histona H2B com padrão 

difuso na cromatina espermática foram relacionados à redução da integridade cromatínica em 

homens inférteis (Zini et al., 2008).

Embora as dietas tenham sido isoproteicas e isoenergéticas, a ração contendo FCC 

apresentou um teor de extrato etéreo superior (6,51% contra 2,58%). Isto se deve ao teor lipídico,

aproximadamente de 34%, presente no FCC, o qual é rico em ácidos graxos insaturados, como os 

ácidos oleico (18:1) e linoleico (18:2) (Abitogu e Borokini, 2009). A eficiência da suplementação 

de ácidos graxos insaturados na dieta de ruminantes depende, ou da utilização destes em forma

protegida à biohidrogenação ruminal, ou do fornecimento destes em altas concentrações (Clément 

et al., 2012). Neste último caso, mesmo que a maior parte dos ácidos graxos insaturados sejam 

biohidrogenados no rúmen, uma porção segue o trânsito gastrointestinal e é absorvida intacta no 

intestino delgado, consequentemente elevando a disponibilidade sérica dos mesmos para os tecidos

(Wood et al., 2008; Herrera-Camacho et al., 2011). Desta forma, dietas ricas em ácidos graxos 

insaturados têm sido associadas positivamente a qualidade espermática. Por exemplo, estudos 

demonstraram que dietas ricas em ácidos graxos insaturados afetaram positivamente a morfologia 

espermática em suínos (Yeste et al., 2011) e coelhos (Mourvaki et al., 2010). Especificamente, em 

ovinos alimentados com silagem de bagaço de azeitona este efeito benéfico na morfologia dos 
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espermatoz�ides foi associado ao aumento da porcentagem de �cidos graxos insaturados na 

membrana esperm�tica (Faraji et al., 2012). Ainda que, no presente trabalho, a adi��o de FCC n�o 

tenha influenciado a morfologia esperm�tica, foi observado um efeito positivo na percentagem de 

espermatozoides m�veis ap�s 90 dias (P < 0,05). 

7.5 Conclusões e perspectivas

A inclus�o do farelo de castanha em 13% da ra��o de carneiros da ra�a Morada Nova n�o 

alterou negativamente a qualidade seminal e integridade da cromatina esperm�tica, por�m, 

promoveu uma express�o diferenciada de prote�nas esperm�ticas. Embora a integridade da 

cromatina n�o tenha sido afetada, as diferen�as na express�o das prote�nas esperm�ticas demandam 

novas investiga��es. Para tanto, estudos eletrofor�ticos bidimensionais e imunocitoqu�micos 

poder�o demonstrar altera��es p�s-traducionais e regionais destas prote�nas na popula��o 

esperm�tica causadas por dietas contendo FCC. Adicionalmente, o impacto da alimenta��o com 

FCC sobre a fertilidade in vitro e in vivo de carneiros tamb�m deve receber aten��o. Por fim, 

ressalta-se que os conhecimentos gerados com pesquisas de nutriprote�mica associados �

reprodu��o animal ir�o formar uma nova base para a manipula��o da efici�ncia reprodutiva.
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8. CONCLUSÕES GERAIS

 A integridade da cromatina espermática está associada à qualidade espermática em carneiros 

e a fertilidade em touros. 

 A inclusão de 13% de farelo de castanha de caju na dieta de carneiros afeta a expressão de 

proteínas espermáticas, porém, não interfere na qualidade cromatínica espermática.

9. PERSPECTIVAS

 Incluir a avaliação da integridade da cromatina, por meio de técnicas simples baseadas em 

avaliações microscópicas de esfregaços corados no exame andrológico de ruminantes para o 

estabelecimento dos limites desejados nas espécies domésticas.

 Estudar a expressão individual de histonas nucleares e suas modificações pós-traducionais

na população espermática de touros com diferentes índices de fertilidade.

 Pesquisar os mecanismos biológicos pelos quais a alimentação de ruminantes com dietas 

ricas em farelo de castanha de caju altera a expressão proteica espermática.

 Investigar os efeitos da inclusão de farelo de castanha de caju na alimentação de 

reprodutores sobre a fertilidade in vivo de ruminantes.
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