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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar se os diferentes tipos de corantes utilizados
promovem alteragcdes na morfologia das células espermaticas de caprinos. Foram utilizados trés
caprinos inteiros e maduros sexualmente, com peso corporal médio de 45,8kg. Os ejaculados
foram coletados semanalmente com auxilio de uma fémea em estro natural e de uma vagina
artificial. Foram realizadas 10 coletas ¢ de cada amostra de ¢jaculado foram confeccionados
trés esfregacos em laminas histoldgicas. As laminas foram coradas com Azul de Bromofenol
(AB), Eosina-Nigrosina (EN) e Pandtico Rapido (PO). Dez laminas com esfregacos de sémen
foram confeccionadas com cada corante, identificadas (animal/corante/ dia de coleta) e 200
espermatozoides foram observados por lamina, totalizando 2.000 células/ corante. As laminas
foram visualizadas sob microscopio Optico e as imagens dos espermatozoides foram
digitalizadas. Os espermatozoides foram classificados em Normais e as alteracdes morfologicas
foram classificadas em Defeitos Maiores e Defeitos Menores. Os dados obtidos foram
submetidos @& ANOVA para verificar o efeito da coloragdo sobre a morfologia dos
espermatozoides de caprinos pelo programa estatistico SAS. Quando constatadas diferengas
significativas entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de
significancia. Foram observados diferentes padrdes de coloragdo entre os corantes utilizados e
diferencas significativas nos métodos de coloragdo empregados (P<0,05) sobre a morfologia
espermadtica de caprinos. O indice de defeitos maiores de AB ndo diferiu estatisticamente de
PO, entretanto houve diferenca significativa (P<0,05) quando comparados com EO. Observa-
se aumento no numero de espermatozoides normais para AB, embora niao tenham sido
observadas diferengas significativas para PO. No entanto, EO apresentou menores valores
(P<0,05) para espermatozoides normais quando comparado a AB. Conclui-se que os corantes
Azul de Bromofenol, Eosina-nigrosina e Panotico Réapido alteram a morfologia espermatica de

caprinos, com efeitos mais significativos observados na Eosina-nigrosina.

Palavras-chave: Capra aegagrus hircus; avaliagao espermatica; defeitos maiores; defeitos

menores.



ABSTRACT

The aim of this study was to verify whether the different types of dyes used promote changes
in the morphology of goat sperm cells. Three sexually mature goats, with an average body
weight of 45.8 kg, were used. Ejaculates were collected weekly using a female in natural estrus
and an artificial vagina. Ten collections were performed and three smears were prepared from
each ejaculate sample on histological slides. The slides were stained with Bromophenol Blue
(AB), Eosin-Nigrosin (EO) and Rapid Panotic (PO). Ten slides with semen smears of each dye
were identified (animal/dye/day of collection) and 200 spermatozoa/slide were observed,
totaling 2,000 cells/dye. The slides were viewed under an optical microscope and the
spermatozoa images were digitized. The spermatozoa were classified as Normal and the
morphological alterations were classified as Major Defects and Minor Defects. The data
obtained were submitted to ANOVA to verify the effect of staining on the morphology of goat
spermatozoa using the SAS statistical program. When significant differences were found
between treatments, the averages were compared using the Tukey test at 5% significance.
Different staining patterns were observed between the dyes used and significant differences in
the staining methods employed (P<0.05) on sperm morphology in goats. The rate of major
defects in AB did not differ statistically from PO, however there was a significant difference
(P<0.05) when compared with EO. There is an increase in the number of normal spermatozoa
for AB, although no significant differences were observed for PO. However, EO showed lower
values (P<0.05) for normal sperm when compared to AB. it is concluded that the eosin-nigrosin
staining method induces alterations in goat sperm cells, being directly influenced by the fixation

and staining procedure.

Keywords: Capra aegagrus hircus; morphological evaluation; major defects; minor defects.
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1INTRODUCAO

A selecdo precoce de reprodutores ¢ uma etapa crucial para alcancar resultados
satisfatorios em termos de fertilidade (BASTOS et al., 2015). Assim, a utilizagdo de animais
comprovadamente férteis auxilia na obtencdo de melhores indices no manejo reprodutivo.
Dentre os indices reprodutivos avaliados est4 a avaliagdo da morfologia espermatica, visto que
consiste no estudo micro-anatémico das células espermaticas ¢ é provavelmente a melhor fonte
de informagao sobre a fertilidade masculina (BANASZEWSKA et al., 2015).

O estudo morfologico constitui-se em um fator chave na reprodug¢do de mamiferos,
que por sua vez depende da qualidade das células germinativas produzidas (KONDRACKI et
al., 2017). Um espermatozoide ¢ considerado normal se a forma e o tamanho da cabega, peca
intermediéria e flagelo estiverem dentro da classificacdo adotada para uma determinada espécie
(CZUBASZEK et al., 2019). Entretanto, a morfologia do espermatozoide € variada, pois dentro
da mesma espécie e no mesmo ejaculado podem ser observados espermatozoides de varias
formas, tamanhos e aspectos (BANASZEWSKA et al., 2015); tais caracteristicas, dificultam o
diagnostico preciso de fertilidade (GAGO et al., 2005; KONDRACKI et al., 2017). Os fatores
extrinsecos ao animal podem contribuir para a variagdo morfologica, como o método de coleta
(TAPALOAGA e TAPALOAGA, 2016), a manipulagdo humana inadequada e as mudangas
ambientais durante o processamento do sémen ou na escolha da técnica de avaliacdo
morfologica (ROCHA et al., 2021).

Para a avaliacdo da morfologia, diferentes técnicas quimicas, bioquimicas e
microscopicas vém sendo utilizadas (CZUBASZEK et al., 2019). No entanto, a variabilidade
de técnicas utilizadas nos laboratdrios, incluindo as de coloragdo, pode produzir resultados
discrepantes em relagdo a morfologia espermatica (HENKEL et al., 2008) e as dimensdes das
células germinativas (KONDRACKI et al., 2017; MAREE et al., 2010). A avaliacdo da
morfologia espermatica € subjetiva, pois tem como base a observagao visual, podendo levar a
resultados muito variados intra e interlaboratoriais (HIDALGO, 2006). Portanto, a precisao da
analise morfologica depende da preparagdo cuidadosa, da fixacdo e da coloragdo dos
espermatozoides, pois estes eventos, entre outros, podem afetar as dimensoes e/ou o formato da
cabeca do espermatozoide (MAREE ef al., 2010), evidenciando a necessidade de uma
padronizacdo da avaliacdo da morfologia espermatica dos espermatozoides considerados
normais.

Na escolha da coloragdo ideal, deve-se considerar aquele que induza o menor

numero possivel de alteracdes na estrutura morfoldgica e morfométrica dos espermatozoides,



além de, evidenciar as distintas partes da célula (MAREE et al., 2010). Assim, diferentes
técnicas de coloracdo tém sido amplamente utilizadas para avaliar a morfologia dos
espermatozoides em animais domésticos € humanos (COLAS, 1980; CZUBASZEK et al.,
2019; SERAFINI et al., 2014; SOUSA et al., 2013). Dentre os diversos corantes empregados,
estdo aqueles considerados vitais, como azul de bromofenol (MEDEIROS et al., 2006), azul de
tripan (NAGY et al., 1999; SUTTIYOTIN e THWAITES, 1991) e eosina-nigrosina
(CAMPBELL et al., 1956; PEREZ-MARIN et al., 2016; SUTTIYOTIN e THWAITES, 1991).
Os corantes vitais diferenciam quatro categorias de espermatozoides: vivo com acrossoma
intacto, vivo com acrossoma reagido ou danificado, morto com acrossoma intacto ¢ morto com
acrossoma reagido ou danificado. Sao corantes de facil execucdo, pois exigem apenas
equipamento bdsico e sdo altamente confidveis. O corante pandtico (Diff Quik) tem sido
utilizado na avaliacdo morfologica de espermatozoides em humanos (MOSKA et al., 2011),
primatas (GAGO et al., 2005), bovinos (BASTOS et al., 2015) e ovinos (HERNANDEZ-
CORREDOR et al., 2020), apresentando vantagem na rapidez e praticidade no método de
coloragao.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo € verificar se os diferentes tipos de corantes

utilizados promovem alteragcdes na morfologia das células esperméaticas de caprinos.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no setor de Ovinocaprinocultura e no Laboratorio de
Estudos em Reproducdo Animal (LERA) localizado no Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal do Ceara (Fortaleza, Ceard, Brasil), com temperatura média de 27,8°C,
3°45°02°° de latitude sul, 38°32°35”” de longitude oeste e 15,5 m acima do nivel do mar.

Foram utilizados trés caprinos inteiros ¢ maduros sexualmente (Anglo Nubiano,
Marota e Azul), com peso corporal médio de 45,8 kg. Os animais foram alojados em baias
individuais, com acesso a solario, e submetidos a0 manejo semi-intensivo. A alimentagdo foi
fornecida duas vezes ao dia, as 8h da manha e as 16h da tarde, sendo composta somente por
feno de Tifton 85 (Cynodon dactylum) e dgua ad libitum. A mistura mineral foi fornecida em

saleiro proprio.

2.1 Coleta e processamento do sémen

Os ejaculados foram obtidos semanalmente, com auxilio de uma vagina artificial e
uma fémea. O processamento do sémen foi realizado no Laboratorio de Estudos em Reprodugdo
Animal (LERA), onde foram avaliados quanto ao volume (mL) e concentragdo espermatica
(x10° sptz/ mL) e posteriormente diluidos no diluidor Tris-citrato (3,63 g de tris, 0,50 g de
frutose, 1,99 g de 4cido citrico e 100 mL de 4gua destilada- qsp) a concentragio final de 100x10°
sptz/mL. Foram realizadas 10 coletas e de cada amostra de ejaculado foram confeccionados trés
esfregacos em laminas histoldgicas. As laminas foram coradas com Azul de Bromofenol,

Eosina-Nigrosina e Panotico Répido.

2.2 Coloracao das laminas

Para o preparo da lamina de Azul de Bromofenol, foram depositados
cuidadosamente 10 ul de sémen sobre uma lamina limpa. O corante (5 pul) foi adicionado sobre
o sémen e foram homogeneizados por 10 segundos com o auxilio de uma ponteira descartavel.
A lamina foi previamente identificada com o nimero do animal e data da coleta. Para o corante
Eosina-Nigrosina, foi adotado o mesmo procedimento descrito.

O Panético Répido ¢ um kit comercial facilmente encontrado, sendo composto por
3 solugdes. Para a elaboracao da lamina, foi realizado um esfregaco com 10 pl sémen e apds a

secagem, foi mergulhado por 2 min na solucgdo azul claro (fixador), 1 min na solugdo vermelha
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(cora estruturas bésicas- acidofilos) e 1 min azul escuro (cora estruturas acidas- basoéfilos),
respectivamente.

Dez laminas com esfregacos de sémen, de cada corante, foram identificadas
(animal/corante/dia de coleta) e foram observados 200 espermatozoides/lamina, totalizando
2.000 células/corante. As laminas com as células espermaticas foram visualizadas sob
microscopio Optico e as imagens dos espermatozoides foram digitalizadas com o auxilio de uma
camera de smartphone (Redmi Note 10S- Android 13), acoplada ao microscopio por um
adaptador regulédvel. Todas as imagens foram armazenadas em computador, em arquivos
devidamente identificados. Cada imagem foi visualizada pelo programa de armazenamento de
fotos Google Drive.

Os espermatozoides foram classificados em Normais ou com alteracdes e as alteragdes
morfologicas foram classificadas em Defeitos Maiores e Defeitos Menores (Blom, 1973),
conforme descrito na tabela 1. Entende-se por Defeitos Maiores aquelas anormalidades que tém
grande efeito sobre a fertilidade e os Defeitos Menores, aqueles que forem considerados de
menor importancia sobre a fertilidade.

Tabela 1- Classificagdo de defeitos maiores e menores (Blom, 1973).

Classificacao

Tipos de defeito do espermatozoide -
Maior Menor

Acrossoma (Granulo persistente ou Knobbed, destacado e outros) X
Gota citoplasmatica proximal

Subdesenvolvido

Cabega isolada patologica

Cabega cstreita na base

Cabeca piriforme

Cabeca pequena anormal

Contorno anormal

Cabega c/ vactiolos nucleares (pouch formation ou diadema, cratera)
Formas teratologicas

Peca intermediaria (saca-rolha, Corkscrew, fibrilagdo, desnuda, fratura,
edema, peca intermedidria rudimentar ou stump, pseudogota e outros)

Lol T B E I IS

w4

Cauda fortemente dobrada/enrolada

e

Cauda enrolada na cabega

Cauda dobrada ou enrolada com gota X
Gota citoplasmatica distal

Cabeca delgada

Cabeca curta, larga, gigante, pequena

Cabega isolada normal

Abaxial, retroaxial e obliqua

T T B B

Cauda dobrada ou enrolada
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2.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos 8 ANOVA para verificar o efeito da coloragao
sobre a morfologia dos espermatozoides de caprinos pelo programa estatistico SAS. Quando
constatadas diferengas significativas entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo

teste Tukey a 5% de significancia (P< 0,05).
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3 RESULTADOS

Foram observados diferentes padrdes de coloragdo entre os corantes utilizados
nesse estudo (Figura 1). Na coloragao azul de bromofenol (AB), o acrossoma apresentou
coloracdo azul claro e a regido pds-acrossdmica, azul escuro. A pega intermediaria pigmentou-
se de azul escuro, semelhante a cor encontrada na cabega, enquanto a cauda apresentou
coloragdo ligeiramente mais clara que a peca intermedidria.

Na coloragdo eosina-nigrosina (EN), foi possivel observar, com boa visualizagdo,
as diferentes partes dos espermatozoides, embora a coloragdo seja menos intensa quando
comparada aos demais corantes utilizados nesse estudo. O acrossoma obteve coloragao
vermelho-rosado, com a regido pods-acrossdmica marcada pela mesma cor, entretanto,
apresentou maior contraste, tornando possivel distingdo entre os segmentos. A peca
intermediaria e cauda mostraram a mesma coloracdo, vermelho escuro, o que dificultou a
distin¢do entre esses segmentos dos espermatozoides.

O pandptico rapido (PO) pigmentou o acrossoma de roxo € a area pds-acrossomica
de lilas, ja a peca intermediaria e a cauda apresentaram pigmentagao semelhante ao acrossoma.

Figura 1: Morfologia dos espermatozoides de caprinos corados com: a) AB, b) EN e c) PO.

b C

p

—

No presente estudo, os tipos de coloragdo utilizados influenciaram
significativamente a morfologia espermatica de caprinos (Tabela 2; P<0,05). Constatou-se que
os valores de Defeitos maiores foram mais elevados no corante EN (P<0,05), os corantes AB ¢
PO nio diferiram significativamente (P>0,05). No que se refere aos Defeitos menores, ndo se
verificou influéncia dos corantes sobre esse parametro (P>0.05).

O maior numero de espermatozoides normais foi encontrado no corante AB
(P<0.05), embora ndo tenham diferido do PO (P>0.05). No corante EN foram verificados os

menores valores de espermatozoides normais (P<0,05), que também ndo diferiu do PO. O

.38



14

percentual de anormalidades total ficou em torno de 23,80%, 34,75% e 30,1% nos corantes AB,

EN e PO, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 2. Avaliagdo morfolégica de espermatozoides caprinos corados com Azul de
bromofenol (AB), Eosina-nigrosina (EN) e Panotico rapido (PO).

Parametros Corantes Cv P-

(n° de espermatozoides) AB EN PO (%) valor
Normais 152,40 130,50° 139,80% 11,71 0,021
Defeitos maiores 29,80° 52,10% 35,40° 13,12 0,001
Defeitos menores 17,80 17,40 24,80 36,77 0,277

a5 Letras sobrescritas indicam diferencas significativas entre os valores médios (P<0,05).

Tabela 3. Valores absolutos das células espermaticas de caprinos corados com Azul de bromofenol
(AB), Eosina-nigrosina (EN) e Panético rapido (PO).

Blom (1973) AB EO PO
Classificagdo Defeitos Defeitos totais
Normais Espermatozoides normais 1524 1305 1398
Acrossoma 92 240 105
Gota citoplasmatica proximal 17 8 1
Cabeca isolada patologica 3 22 0
Cabeca estreita na base 7 2 0
Cabeca piriforme 2 6 6
) ) Cabega pequena anormal 1 1 3
Defeitos maiores
Contorno anormal 3 38 6
Cabega c/ vacuolos nucleares 18 73 54
Peca intermediaria 142 105 163
Cauda fortemente dobrada/enrolada 11 24 14
Cauda enrolada na cabeca 0 1 2
Cauda dobrada ou enrolada com gota 2 1 0
Gota citoplasmatica distal 20 42 9
Cabeca curta, larga, gigante, pequena 27 26 17
Defeitos menores  Cabeca isolada normal 83 63 101
Abaxial, retroaxial ¢ obliqua 15 10 34
Cauda dobrada ou enrolada 33 33 87
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4 DISCUSSAO

Boas caracteristicas da morfologia espermatica em um reprodutor sdo importantes
para obtenc¢ao de bons indices de fertilizagdao e desenvolvimento embrionario (AKSOY et al.,
2012). Entdo, uma adequada avaliagdo da morfologia torna-se necessaria. Nesse estudo, os
corantes AB e PO permitiram uma nitida visualizacao das diferentes partes dos espermatozoides
de caprinos, mas, essa capacidade ndo foi observada com o corante EN, de forma que foi
impossivel distinguir a pe¢a intermediaria da cauda do espermatozoide quando um aumento
digital era aplicado. Essa caracteristica pode ser atribuida a maior dificuldade na avaliagdo em
fun¢do do pouco contraste observado entre o espermatozoide e o fundo da lamina, conforme ja
constatado em outros estudos realizados com sémen de caprino corado com eosina-nigrosina
(OLIVEIRA et al., 2009). Apesar disso, em pequenos ruminantes, os corantes vitais, Eosina-
Nigrosina e Azul de Bromofenol, continuam sendo os mais rotineiramente utilizados, pois além
de permitirem a avaliagdo da morfologia espermatica, também possibilitam a distingdo e
contagem dos espermatozoides vivos ¢ mortos (MEDEIROS et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2009).

Na contagem total de espermatozoides nos corantes, EN, PO e AB, foram
encontrados muitos defeitos de acrossoma e pega intermediaria, com 240 e 105; 105 e 163; 92
e 142, respectivamente. Na EN, também foram encontradas muitas cabegas de espermatozoides
com vacuolos nucleares (73). Os achados desse experimento sugerem que oS corantes
induziram alteragdes na morfologia espermatica durante a confec¢do das laminas, conforme ja
verificado em outras pesquisas (KUSTRITZ et al., 1998; OZTURKLER et al., 2001).

Os valores de Defeitos maiores foram elevados no corante EN. Uma maior
incidéncia de Defeitos Maiores, em especial o defeito de acrossoma, possivelmente induzida
pela eosina-nigrosina, ja foi descrito para o s€émen de ovinos (OZTURKLER et al., 2001). Os
autores sugeriram que, tanto o uso de maior volume do corante quanto a técnica de preparo
podem deteriorar a integridade acrossomica. No estudo atual, os defeitos de acrossoma no
corante EN corresponderam a 12% das anormalidades contabilizadas, percentual bastante
elevado para a espécie. A morfologia da cabeca do espermatozoide, especialmente a area do
acrossoma, esta relacionada a capacidade do espermatozoide se ligar a zona pelticida (CUI et
al., 2000). Estudos demonstram que os defeitos acrossomicos prejudicam a fungdo da
membrana plasmadtica, o que, por sua vez, predispde a capacitagdo prematura ¢ uma reacao
acrossomica espontanea (THUNDATHIL et al., 2001; THUNDATHIL et al., 2002). Tendo,

portanto, forte influéncia sobre a fertilidade e demonstrando a importancia do estudo



16

morfolégico com um corante que ndo induza o surgimento alteragdes na estrutura espermatica,
a ponto de indicar que um reprodutor possa estar com a fertilidade comprometida.

Apesar dos corantes PO e AB nao diferirem quanto a incidéncia de Defeitos
Maiores, ambos tiveram alta incidéncia de espermatozoides com Defeitos de Peca Intermediaria
(8,15 e 7,1%, respectivamente). O Pandtico rapido tem sido reconhecido pela maior capacidade
de detecgdo de anormalidades espermaticas (MOTA e RAMALHO-SANTOS, 2006; POZOR
et al.,2012). No entanto, os achados do estudo atual sugerem que o Panético induza a formagao
de anormalidades e nao a sua detec¢ao.

Os valores encontrados para o percentual de anormalidades total, no presente
estudo, ultrapassaram o maximo preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodugao Animal
(1998) para a espécie caprina (20%). Em outros estudos conduzidos no Nordeste e sob
condigdes similares foram relatados percentuais de anormalidades menores (CATUNDA et al.,
2011; AGUIAR et al., 2013), mesmo em ¢€poca seca. Esses achados negativos podem ser
atribuidos a auséncia de suplementagdo durante o periodo experimental. Estudos anteriores
indicam que dietas de baixa qualidade podem suprimir a produgao de testosterona (PARKER e
THWAITES, 1972), o que pode levar a disfunc¢des epididimarias e, consequentemente, ao
aumento de anormalidades espermaticas (THERON, 2001; TUFARELLI ef al., 2011). Além
disso, nos periodos mais quentes do ano, sdo observados a reducao das dimensdes testiculares
(MOHAMED et al., 2023), a apoptose das células germinativas (ALLAN; HARMON; KERR,
1987), danos ao DNA espermatico (MCDONALD et al., 2007), distarbios na maturagdo
(SETCHEL, 1998) e maior porcentagem de espermatozoides morfologicamente anormais em
caprinos (SALLES et al., 2020; ELSHEIKH e ELHAMMALLI, 2015).

Dessa forma, os resultados do presente estudo comprovam a hipdtese de que
corantes alteram a morfologia das células espermaticas de caprinos, sendo o azul de bromofenol
a melhor coloracdo para realizacdo de exames androldgicos de caprinos, pois os esfregacos
apresentam-se sempre limpos e sem artefatos que dificultem visualizagao da célula espermatica,

independente da temperatura de conservagao (MEDEIROS et al., 2006).
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que os corantes Azul de Bromofenol, Eosina-nigrosina e Pandtico
Répido alteram a morfologia espermatica de caprinos, com efeitos mais significativos

observados na Eosina-nigrosina.
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