UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA

RAYNARA CARDONHA UCHOA LIMA

ANALISE MORFOMETRICA DE ESPERMATOZOIDES CAPRINOS UTILIZANDO
DIFERENTES CORANTES

FORTALEZA
2022



RAYNARA CARDONHA UCHOA LIMA

ANALISE MORFOMETRICA DE ESPERMATOZOIDES CAPRINOS UTILIZANDO
DIFERENTES CORANTES

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Curso de Graduacdo em Zootecnia da
Universidade Federal do Ceard, como requisito
parcial a obten¢do do titulo de Bacharel em
Zootecnia.

Orientador: Prof? Dr? Ana Claudia
Nascimento Campos.

FORTALEZA
2022



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

L71a Lima, Raynara Cardonha Uchda.
Andlise morfométrica de espermatozoides caprinos utilizando diferentes corantes / Raynara Cardonha
Uchda Lima. — 2022.
22 1.

Trabalho de Conclusio de Curso (graduacdo) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias
Agrarias, Curso de Zootecnia, Fortaleza, 2022.
Orientacdo: Profa. Dra. Ana Claudia Nascimento Campos.

1. Corantes. 2. Espermatozéides. 3. ImageJ. 4. Mensuragdo. I. Titulo.
CDD 636.08




RAYNARA CARDONHA UCHOA LIMA

ANALISE MORFOMETRICA DE ESPERMATOZOIDES CAPRINOS UTILIZANDO
DIFERENTES CORANTES

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Curso de Graduacdo em Zootecnia da
Universidade Federal do Ceard, como requisito
parcial a obtengdao do titulo de Bacharel em
Zootecnia.

Aprovada em: 12/12/2022.

BANCA EXAMINADORA

Prof.® Dr.* Ana Claudia Nascimento Campos (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof.? Dr.? Carla Renata Figueiredo Gadelha
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Bruno Ramires Macedo Costa
Universidade Federal do Ceara (UFC)
Programa Nacional de Mestrado (DZ/CCA/UFC)



A Deus.
Aos meus pais, Nathalia e Alexandre.

A minha avo Helzi, in memorian e avo Aidé.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pelo dom da vida e por todas as gragas alcangadas e
oportunidades que me foram concedidas.

Aos meus pais Nathalia Cardonha e Alexandre Almeida por todo o amor e apoio
incondicional, pelos ensinamentos, estimulo aos estudos e de correr atras dos meus sonhos
sempre de forma honesta e integra. Obrigado por todos os esfor¢os e dedicagdo. A vocés eu
devo tudo.

A minha avo Helzi que esteve presente em toda a minha infancia e adolescéncia,
que foi responsavel junto com minha mae pela formacdo de uma adulta alegre, confiante e
saudavel, voce se foi antes de ver minha colagdo de grau, mas ¢ com orgulho que lhe digo sua
netinha se formou em Zootecnia.

A minha avé Aidé por todo o estimulo aos estudos, a ingressar em uma
Universidade Federal, a sempre ser independente e ter forga para trabalhar.

Ao meu namorado Gabriel Uchoa que esteve comigo durante o desenvolvimento
desse trabalho, que foi pega essencial para o desenvolvimento de uma ferramenta de tabulagao
automatica de dados, que além disso foi uma das minhas bases de conforto e apoio emocional
em momentos dificeis. Obrigada por tudo.

As Prof* Dr.* Ana Claudia Nascimento Campos e Prof.* Dr.* Carla Renata
Figueiredo Gadelha, por toda orientacdo desde o inicio da graduacdo, dentro do Programa de
Educacao Tutorial Pet Zootecnia e do Laboratério de Reprodugdo Animal onde sempre
estiveram presentes me ensinando, auxiliando em projetos, pesquisas, trabalhos, congressos.
As senhoras devo minha eterna gratiddo por todo o companheirismo nessa jornada.

A Universidade Federal do Ceara, por todas as oportunidades e aprendizados.

Aos professores do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do
Ceara, por todos os ensinamentos e incentivo durante toda a graduagdo, em especial aos
professores, Magno José e Pedro Watanabe.

A coordenacdo do curso de Zootecnia, em nome da coordenadora Andréa Pereira

Pinto, e ao secretario José Clécio, por todo o apoio e auxilio.

Ao Laboratorio de Reproducdo Animal — LERA que foi de suma importancia
para a realizacdo deste trabalho e para o meu crescimento profissional e pessoal.

Ao Nucleo de Ensino e Estudos em Forragicultura — NEEF, que foi o nucleo
onde recebi minha primeira bolsa cientifica e tive o primeiro contato com pesquisa na area

agraria € manejo de pastagens e pequenos ruminantes.

Ao Programa de Educacao Tutorial - Pet-Zootecnia, que me permitiu atuar em



atividades de ensino, pesquisa e extensdo e foi essencial para o meu desenvolvimento

profissional.

A minha amiga Yasmim e ao meu amigo Samuel por todo o companheirismo,
incentivo, conselhos, hospitalidade, paciéncia e gargalhadas. Sou grata por tudo que vocés
fizeram e fazem por mim.

Aos meus amigos de infancia, Larissa, Jade, Julia, Pedro Ivo e Leonardo pela
amizade, amor ¢ carinho de todos. Vocés sdo pessoas extremamente importantes da minha
vida, amo muito vocés, além dos agregados que vieram com eles, Jodo Victor que se tornou
muito importante para mim e Mateus (Zoio) um grande amigo do ensino médio que por
coincidéncia se apaixonou por uma das minhas melhores amigas do fundamental.

Aos amigos que a Zootecnia me proporcionou, Ana Beatriz, Carol Marques,
Bruno, Dayanne, Theyson, Breno e a tantos outros que sempre me ajudaram quando mais

precisei, meu muito obrigado a todos.



“As vezes vocé precisa lutar pelas coisas que
2
valem a pena a luta.

(Arriety - “O Mundo Secreto de Arriety”)



AVALIACAO MORFOMETRICA DE CELULAS ESPERMATICAS DE
CAPRINOS EM DIFERENTES METODOS DE COLORACAO

MORPHOMETRIC EVALUATION OF GOAT SPERM CELLS IN DIFFERENT
COLORING METHODS

Raynara Cardonha Uchoda Lima*
RESUMO

Este estudo objetivou verificar se os corantes rotineiramente utilizados nas analises
interferem no tamanho das células espermaticas de caprinos. Os ejaculados foram obtidos de
trés caprinos de 36 meses de idade e 50 kg de peso corporal. Os reprodutores foram alojados
em baias individuais com comedouros e bebedouros e submetidos ao manejo intensivo. Os
ejaculados foram obtidos semanalmente com auxilio de uma fémea em estro natural e de uma
vagina artificial. Cada ejaculado foi mensurado quanto ao volume (ml) e a concentragdo
espermatica (x10° sptz/ ml; espectrofotometria). Logo em seguida, o sémen foi diluido no
citrato de sédio, de modo a obter uma concentracio final de 100x10° sptz /ml. Por fim, passou
por quatro tratamentos, sendo Eosina-nigrosina (EN), Azul de bromofenol (AB) e Panoético
(PA); como controle algumas laminas ndo foram coradas. No total, 2.000 espermatozoides
foram digitalizados e avaliados pelo ImageJ, que € um software para processamento e analise
de imagens. Foram realizadas as seguintes mensuragdes (um): comprimento, largura,
perimetro e area da cabe¢a, comprimento da cauda e comprimento total do espermatozoide.
Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS (2009), submetidos a ANOVA,
onde as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Através desse
estudo ¢ possivel inferir que as reais dimensdes dos espermatozoides nos caprinos sao
subestimadas quando se usa os corantes eosina-nigrosina, azul de bromofenol e pandtico,
visto que esses corantes reduziram significativamente (p<0,001) as dimensdes das células
espermaticas. Conclui-se que este ¢ o primeiro relato em que as dimensodes de células
espermaticas de caprinos sao obtidas. Os corantes utilizados alteram as dimensdes das células

espermaticas com os menores valores sendo observados no Panotico.
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ABSTRACT

This study aimed to verify whether the dyes routinely used in the analyzes interfere with the size of
goat sperm cells. Ejaculates were obtained from three 36-month-old goats weighing 50 kg. Breeders
were housed in individual stalls with feeders and drinkers and subjected to intensive management.
Ejaculates were obtained weekly with the help of a female in natural estrus and an artificial vagina.
Each ecjaculate was measured for volume (ml) and sperm concentration (x10° sptz/ml;
spectrophotometry). Immediately afterwards, the semen was diluted in citrate to obtain a final
concentration of 100x10° sptz/ml. Finally, it underwent four treatments, being Eosin-nigrosin (EN),
Bromophenol blue (AB) and Panoptic (PA); as a control some slides were not stained. In total, 2,000
sperm were scanned and evaluated by ImageJ, which is software for image processing and analysis.
The following measurements were performed (pm): length, width, head circumference and area, tail
length and total sperm length. The data were analyzed by the statistical program SAS (2009),
submitted to ANOVA, where the means were compared by the Tukey test at 5% of significance.
Through this study it is possible to infer that the real dimensions of spermatozoa in goats are
underestimated when using eosin-nigrosin, bromophenol blue and panopticon dyes, since these dyes
significantly reduced (p<0.001) the dimensions of sperm cells. It is concluded that this is the first
report in which the dimensions of goat sperm cells are obtained. The dyes used change the

dimensions of the sperm cells with the smallest values being observed in the Panoptic.



RESUMO

Este estudo objetivou verificar se os corantes rotineiramente utilizados nas analises interferem
no tamanho das células espermaticas de caprinos. Os ejaculados foram obtidos de trés
caprinos de 36 meses de idade e 50 kg de peso corporal. Os reprodutores foram alojados em
baias individuais com comedouros e¢ bebedouros e submetidos a0 manejo intensivo. Os
ejaculados foram obtidos semanalmente com auxilio de uma fémea em estro natural e de uma
vagina artificial. Cada ejaculado foi mensurado quanto ao volume (ml) e a concentragdo
espermatica (x10° sptz/ ml; espectrofotometria). Logo em seguida, o sémen foi diluido no
citrato de sédio, de modo a obter uma concentracio final de 100x10° sptz /ml. Por fim, passou
por quatro tratamentos, sendo Eosina-nigrosina (EN), Azul de bromofenol (AB) e Pandtico
(PA); como controle algumas laminas ndo foram coradas. No total, 2.000 espermatozoides
foram digitalizados e avaliados pelo ImageJ, que € um software para processamento e analise
de imagens. Foram realizadas as seguintes mensuragdes (um): comprimento, largura,
perimetro e area da cabeca, comprimento da cauda e comprimento total do espermatozoide.
Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS (2009), submetidos a ANOVA,
onde as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Através desse
estudo € possivel inferir que as reais dimensdes dos espermatozoides nos caprinos sao
subestimadas quando se usa os corantes eosina-nigrosina, azul de bromofenol e panotico,
visto que esses corantes reduziram significativamente (p<0,001) as dimensdes das células
espermaticas. Conclui-se que este € o primeiro relato em que as dimensdes de células
espermaticas de caprinos sdo obtidas. Os corantes utilizados alteram as dimensdes das células

espermaticas com os menores valores sendo observados no Panético.

Palavras-chave: Corantes, espermatozoides, ImageJ, mensuragao

*Graduanda em Zootecnia pela UFC — Fortaleza/CE. E-mail para correspondéncia:
raynara.cardonha@gmail.com



ABSTRACT

This study aimed to verify whether the dyes routinely used in the analyzes interfere with the
size of goat sperm cells. Ejaculates were obtained from three 36-month-old goats weighing 50
kg. Breeders were housed in individual stalls with feeders and drinkers and subjected to
intensive management. Ejaculates were obtained weekly with the help of a female in natural
estrus and an artificial vagina. Each ejaculate was measured for volume (ml) and sperm
concentration (x10° sptz/ml; spectrophotometry). Immediately afterwards, the semen was
diluted in citrate to obtain a final concentration of 100x10° sptz/ml. Finally, it underwent four
treatments, being Eosin-nigrosin (EN), Bromophenol blue (AB) and Panoptic (PA); as a
control some slides were not stained. In total, 2,000 sperm were scanned and evaluated by
ImageJ, which is software for image processing and analysis. The following measurements
were performed (um): length, width, head circumference and area, tail length and total sperm
length. The data were analyzed by the statistical program SAS (2009), submitted to ANOVA,
where the means were compared by the Tukey test at 5% of significance. Through this study
it is possible to infer that the real dimensions of spermatozoa in goats are underestimated
when using eosin-nigrosin, bromophenol blue and panopticon dyes, since these dyes
significantly reduced (p<0.001) the dimensions of sperm cells. It is concluded that this is the
first report in which the dimensions of goat sperm cells are obtained. The dyes used change

the dimensions of the sperm cells with the smallest values being observed in the Panoptic.
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1 INTRODUCAO

As células espermaticas se caracterizam por possuirem uma estrutura
morfologica especifica, que lhes permite transferir as informagdes genéticas no processo de
fertilizagdo dos ovocitos. Desse modo, pode-se assumir que a capacidade de penetrar no
ovocito pode estar relacionada a diferentes caracteristicas, tais como tamanho
(morfometria) e formato (morfologia) dos espermatozoides (GRAVANCE et al., 1999;
KONDRACKI et al., 2017, KHATUN et al., 2018). Todavia, a morfologia dos
espermatozoides apresenta variagdes, pois mesmo dentro de uma mesma espécie, € até no
mesmo ejaculado, podem ser observadas células de varias formas, tamanhos e aspectos
(BANASZEWSKA et al., 2015a). Estas caracteristicas podem dificultar o diagndstico de
fertilidade (GAGO et al., 1998; KONDRACKI et al., 2017), pois, mesmo fatores externos
ao animal, tais como o método de coleta de sémen (eletroejaculador x vagina artificial)
(TAPALOAGA e TAPALOAGA, 2016), bem como o processo de secagem e fixagdo das
células germinativas durante a confec¢io das laminas (YANIZ et al., 2012) podem
contribuir para variagdes do tamanho da cabega dos espermatozoides.

Mesmo havendo evidéncias da relagdo entre caracteristicas morfométricas dos
espermatozoides e a fertilidade, os resultados possuem amplas interpretagdes e por vezes
resultados contraditérios (MAROTO-MORALES et al., 2016). Estudos realizados por
HIDALGO et al. (2009) e VICENTE-FIEL et al. (2013), utilizando o sistema de analise de
morfometria espermatica assistida por computador (CASMA), identificaram algumas
subpopulagdes de espermatozoides. Todavia, MAROTO-MORALES et al. (2016) relatam
que o CASMA possui outras fontes de variagdo, além do software e da andlise de dados,
que sdo a preparagdo da amostra, método de fixacdo, método de coloracdo, sistema
microscopico (Optica e camera) e o técnico que o opera.

Inimeras técnicas de coloracdo tém sido usadas para avaliar a morfologia
espermatica dos animais domeésticos e humanos (COLAS, 1983; CZUBASZEK et al., 2019;
SERAFINI et al., 2014; SOUSA et al., 2013). Embora os estudos indiquem que as
diferentes técnicas de coloragdo produzam resultados similares, ha relatos de diferengas
significativas na intensidade da coloracdo e do contraste e, também sobre o tamanho e a
forma dos espermatozoides (BANASZEWSKA et al., 2015b; HIDALGO et al., 2005).
Entre os diversos corantes utilizados estdo aqueles que sdo considerados vitais, tais como, a
eosina-nigrosina (CAMPBELL et al., 1956; PEREZ-MARIN et al., 2016; SUTTIYOTIN e
THWAITES, 1991), azul de tripan (NAGY et al., 1999; SUTTIYOTIN E THWAITES,
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1991) e azul de bromofenol (MEDEIROS et al., 2006). Estes corantes possuem a
caracteristica de serem simples e de facil execucdo. Utiliza-se somente equipamento basico
e sdo extremamente confidveis. Os mesmos também podem ser utilizados para realizar a
avaliacdo da morfologia espermatica (AGUIAR et al., 2013; FRENEAU et al., 2010).

Outro corante que tem sido bastante utilizado na avaliagdo morfoldgica de
espermatozoides em humanos (MOSKA et al., 2011), primatas (GAGO et al., 1998),
bovinos (BASTOS et al., 2015) e ovinos (HERNANDEZ-CORREDOR et al., 2020) é o
pandtico (Diff Quik). No entanto, ndo ha informagdes se este corante pode afetar a
morfometria da célula espermatica de caprinos.

Esse estudo tem como hipdtese que os espermatozoides de caprinos podem
apresentar dimensdes alteradas apds as técnicas de coloragdo, que pode justificar a
necessidade de uma padronizagdo da avaliagdo da morfometria espermatica dos
espermatozoides considerados normais. Sendo assim, objetivou-se verificar se os corantes
rotineiramente utilizados nas analises interferem no tamanho das células espermaticas de

caprinos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento, animais experimentais e processamento do sémen

O experimento foi realizado no Laboratério de Estudos em Reprodug¢ao Animal (LERA)
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceard. Os ejaculados foram
obtidos de trés caprinos (36 meses de idade e 50 kg de peso corporal), das racas Anglo
Nubiano e Moxot6. Os animais foram previamente treinados e os ejaculados foram avaliados
para verificar sua viabilidade para fins experimentais. Os reprodutores foram alojados em
baias individuais com comedouros e bebedouros e submetidos ao manejo intensivo. A
alimentagdo foi fornecida na propor¢do de 60% de volumoso (feno de Tifton 85, Cynodon
dactylum) e 40% de concentrado, conforme especificacdes do NRC (2007). A mistura mineral
foi adicionada ao concentrado e a agua foi fornecida livremente.

Os ejaculados foram obtidos semanalmente com auxilio de uma fémea em estro natural
e de uma vagina artificial. Cada ejaculado foi mensurado quanto ao volume (ml) e a
concentragio espermatica (x10° sptz/ ml; espectrofotometria). Logo em seguida, o sémen foi
diluido no citrato de sodio (2,37 g de citrato de sodio, 0,80 g de glicose ¢ 100 ml de agua

destilada - qsp) de modo a obter uma concentracio final de 100x10° sptz /ml.
2.2 Preparacao das laminas

As laminas foram preparadas para serem coradas por trés métodos de colorac¢do: Eosina-
nigrosina (EN), Azul de bromofenol (AB) e Pandtico (PA); como controle algumas laminas
nao foram coradas.

O corante eosina-nigrosina foi preparado de acordo com o método descrito por BARIL
et al. (1993). O processo de preparagdao do azul de bromofenol foi realizado conforme descrito
por DERIVAUX (1980), com pH e osmolaridade para as condi¢Oes fisiologicas dos
espermatozoides de pequenos ruminantes (pH 6,8; 300mOms; 32°C) e estocado a temperatura
ambiente (MEDEIROS et al., 2006). O corante panotico foi adquido comercialmente e
utilizado conforme a recomendagao do fabricante.

No total, 2.000 espermatozoides (500 espermatozoides de cada coloragdo e do controle)
foram digitalizados e avaliados pelo ImageJ, que é um software para processamento e analise
de imagens, desenvolvido por Wayne Rasband no National Institute of Mental Health, USA,

em linguagem Java. Foram realizadas as seguintes mensuragdes (um): comprimento da
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cabeca, largura, perimetro e d4rea, comprimento da cauda e comprimento total do
espermatozoide.

Para a utilizagdo do software houve a necessidade de obtencdo de uma escala real para
mensuragao dos espermatozoides, pois precisa de uma escala conhecida para que possa ser
convertida em pixels e assim ser usado. Como padrio, utilizou-se as medidas da camara de
Neubauer, pois a lateral do quadrado central mede 0,05 mm, equivalente a 50 um, em pixels e
aumento no microscopio Optico de 100 x. Conhecendo essas medidas foi realizada a
confecgdo da escala usada para a leitura das células. O valor obtido foi 589.1010 pixels para a
lateral da camara de Neubauer (50 um), totalizando 11.7820 pixels para cada 1 um.

Para obten¢do de medidas mais acuradas foram realizadas medidas preventivas para
diminuir possiveis erros. A cdmara de Neubauer e todas as laminas foram fotografadas no

mesmo dia, no mesmo microscopio, cdmera e operador.

2.3 Analise Estatistica

Os dados obtidos de comprimento, largura e perimetro da cabega (um), area do
cabeca (um?), comprimento da cauda e total do espermatozoide (um) foram analisados pelo
programa estatistico SAS (2009). Entdo, foram submetidos a ANOVA para verificar o
efeito da coloragdo sobre a morfometria dos espermatozoides. Quando se constatou
diferencas significativa entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os estudos realizados objetivando mensurar os espermatozoides dos
animais domésticos foram conduzidos utilizando pigmentos capazes de colorir essas
células. Esses pigmentos compdem os diversos corantes atualmente existentes e t€m por
finalidade transmitir cor e torna-los mais visiveis e distintos. Entao, ja foi possivel mensurar
as células espermaticas de caprinos, de modo que alguns parametros, tais como
comprimento total do espermatozoide (53,39 pm, GARCfA-VAZQUEZ et al., 2016);
comprimento ¢ largura de cabega (6,99 - 8,47 e 3,77 — 4,16 um, respectivamente;
HIDALGO et al., 2006; EVANS e MAXWELL, 1990; MARCO-JIMENEZ et al., 2006) e
comprimento da pega principal (39,75 um; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2016) ja foram
relatados. Esses estudos foram importantes para o conhecimento e estabelecimento de
padroes considerados normais para a espécie caprina. Entdo, ¢ consenso que, um
espermatozoide ¢ considerado normal se a forma e o tamanho da cabeca, peca intermediaria
e cauda estiverem dentro da classificacdo de uma determinada espécie (CZUBASZEK et
al., 2019).

Nesse experimento, os resultados da mensuracao dos espermatozoides de

caprinos nao corados e corados estao expressos na tabela 1.

Tabela 1. Média + erro padrao das medidas morfométricas das células espermaticas de
caprinos ndo corados (Controle) ou corados com Eosina-Nigrosina (EN), Azul de Bromofenol

(AB) ou Panotico (PA).

Parametros (pm) Controle EN AB PA SE (%) P-valor
Comprimento da cabega 9,94% 9,82b 9,01d 9,24c 0,014 <0,001
Largura da cabeca 5,10% 4,78¢ 4,83b 4,74¢ 0,007 <0,001
Perimetro da cabega 26,28b 26,57a 25,10c 24.,05d 0,033 <0,001
Area da cabega (um?) 45,78b 46,54a  39,45¢  37,53d 0,117  <0,001
Comprimento da cauda 58,81% 58,32b 58,24b 57,69¢ 0,055 <0,001
Comprimento total 68,79* 68,44ab  68,32b 67,36¢ 0,061 <0,001

" médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Nesse estudo, encontra-se o primeiro relato de medidas celulares obtidas em

células ndo coradas, digitalizadas e mensuradas no software ImageJ. Tais medidas refletem
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as verdadeiras dimensdes dos espermatozoides de caprinos criados em regides tropicais. A
observacdo das células nos diferentes corantes usados nesse experimento, também permitiu
constatar que as células espermaticas de caprinos foram eficientemente visualizadas e
digitalizadas com os corantes eosina-nigrosina ¢ azul de bromofenol. O pandtico coloriu
com menos eficiéncia, porém as células ndo coradas tornaram a visualizagdo bem mais
dificil, tornando o processo de digitalizagdo e o processo de mensuragdo no ImageJ bem
mais trabalhoso. Devido a qualidade das imagens a medi¢ao da peg¢a intermediaria ficou
comprometida sendo possivel apenas analisar o tamanho de cauda total (peca intermediaria
e cauda) e o comprimento total do espermatozoide
As células coradas, nas atuais condigdes experimentais, apresentaram dimensodes
consideravelmente maiores que as medidas ja citadas em outros estudos. Entretanto, um
estudo conduzido com a mesma espécie e 0 mesmo software (ImagelJ), encontrou valores
similares aos do presente estudo, todavia, os autores evidenciaram que a raca do caprino pode
influenciar na morfometria do espermatozoide (WIBOWO et al., 2013). Entdo, é possivel
inferir que as reais dimensodes dos espermatozoides, nessa espécie, sdo subestimadas quando
se usa os corantes eosina-nigrosina, azul de bromofenol e pandtico, visto que esses corantes
reduziram significativamente (p<0,001) as dimensdes das células espermaticas. As excegdes
foram constatas para area e perimetro da cabeca coradas com a eosina-nigrosina, que
ocasionou aumento significativo (p<0,001) essas dimensdes. Este achado pode justificar, em
parte, a grande variabilidade de resultados encontrados na literatura internacional.

Mesmo corantes naturais a base de Cartamo, amora preta e henna promovem
alteracdes no tamanho das células (EBRAHIMI e PARHAM, 2020), que em
espermatozoides bovinos promoveram a redu¢do do tamanho da cabega. HIDALGO et al.
(2006) constataram que, as medidas morfométricas dos espermatozoides de caprinos foram
influenciadas pelo tipo de corante utilizado. De acordo com esses autores, os protocolos de
coloragdo de espermatozoides afetam o tamanho dos espermatozoides por etapas osmoticas
e desidratantes. Os achados do presente estudo comprovam a hipotese de que os corantes
alteram os tamanhos das células espermaticas de caprinos. Diante do exposto, considera-se
importante fazer ajustes nos corantes a fim de evitar alteragdes significativas nas dimensdes

das células espermaticas de caprinos.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que este ¢ o primeiro relato em que as dimensdes de células
espermaticas de caprinos sdo obtidas sem uso de coloracdo. Visto que, os corantes
celulares promovem redugdes nas dimensdes das células de caprinos, induzindo a erros

consideraveis.
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