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RESUMO 

 

Este estudo objetivou verificar se os corantes rotineiramente utilizados nas análises 

interferem no tamanho das células espermáticas de caprinos. Os ejaculados foram obtidos de 

três 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 auxílio de uma fêmea em estro natural e de uma 

vagina artificial. Cada ejaculado foi mensurado quanto ao volume (ml) e a concentração 

espermática (×10
9
 sptz/ ml; espectrofotometria). Logo em seguida, o sêmen foi diluído no 

citrato de sódio, de modo a obter uma concentração final de 100×10
6
 sptz /ml. Por fim, passou 

por quatro tratamentos, sendo Eosina-nigrosina (EN), Azul de bromofenol (AB) e Panótico 

(PA); como controle algumas lâminas não foram coradas. No total, 2.000 espermatozoides 

foram digitalizados e avaliados pelo ImageJ, que é um software para processamento e análise 

de imagens. Foram realizadas as seguintes mensurações (m): comprimento, largura, 

perímetro e área da cabeça, comprimento da cauda e comprimento total do espermatozoide. 

Os dados foram analisados pelo programa estatístico SAS (2009), submetidos a ANOVA, 

onde as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância. Através desse 

estudo é possível inferir que as reais dimensões dos espermatozoides nos caprinos são 

subestimadas quando se usa os corantes eosina-nigrosina, azul de bromofenol e panótico, 

visto que esses corantes reduziram significativamente (p<0,001) as dimensões das células 

espermáticas. Conclui-se que este é o primeiro relato em que as dimensões de células 

espermáticas de caprinos são obtidas. Os corantes utilizados alteram as dimensões das células 

espermáticas com os menores valores sendo observados no Panótico. 
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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 ejaculate was measured for volume (ml) and sperm concentration (×10
9
 sptz/ml; 

spectrophotometry). Immediately afterwards, the semen was diluted in citrate to obtain a final 

concentration of 100×10
6
 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 (m): 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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the dimensions of the sperm cells with the smallest values being observed in the Panoptic.  
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1 INTRODUÇÃO 

As células espermáticas se caracterizam por possuírem uma estrutura 

morfológica específica, que lhes permite transferir as informações genéticas no processo de 

fertilização dos ovócitos. Desse modo, pode-se assumir que a capacidade de penetrar no 

ovócito pode estar relacionada a diferentes características, 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 variações, pois mesmo dentro de uma mesma espécie, e até no 

mesmo ejaculado, podem ser observadas células de várias formas, tamanhos e aspectos 

(BANASZEWSKA et al., 2015a). Estas características podem dificultar o diagnóstico de 

fertilidade (GAGO et al., 1998; KONDRACKI et al., 2017), pois, mesmo fatores externos 

ao animal, tais como o método de coleta de sêmen (eletroejaculador × vagina artificial) 

(TAPALOAGA e TAPALOAGA, 2016), bem como o processo de secagem e fixação das 

células germinativas durante a confecção das lâminas (YÁNIZ et al., 2012) podem 

contribuir para variações do tamanho da cabeça dos espermatozoides.  

Mesmo havendo evidências da relação entre características morfométricas dos 

espermatozoides e a fertilidade, os resultados possuem amplas interpretações e por vezes 

resultados contraditórios (MAROTO-MORALES et al., 2016). Estudos realizados por 

HIDALGO et al. (2009) e VICENTE-FIEL et al. (2013), utilizando o sistema de análise de 

morfometria espermática assistida por computador (CASMA), identificaram algumas 

subpopulações de espermatozoides. Todavia, MAROTO-MORALES et al. (2016) relatam 

que o CASMA possui outras fontes de variação, além do software e da análise de dados, 

que são a preparação da amostra, método de fixação, método de coloração, sistema 

microscópico (óptica e câmera) e o técnico que o opera.  

Inúmeras técnicas de coloração têm sido usadas para avaliar a morfologia 

espermática dos animais domésticos 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 coloração produzam resultados similares, há relatos de diferenças 

significativas na intensidade da coloração 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 estão aqueles que são 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 

característica de serem simples e de fácil execução. Utiliza-se somente equipamento básico 

e são extremamente confiáveis. Os mesmos também podem ser utilizados para realizar a 

avaliação da morfologia espermática (AGUIAR et al., 2013; FRENEAU et al., 2010). 

Outro corante que tem sido bastante utilizado na avaliação morfológica de 

espermatozoides em humanos (MOSKA et al., 2011), primatas (GAGO et al., 1998), 

bovinos (BASTOS et al., 2015) e ovinos (HERNÁNDEZ-CORREDOR et al., 2020) é o 

panótico (Diff Quik). No entanto, não há informações se este corante pode afetar a 

morfometria da célula espermática de caprinos. 

Esse estudo tem como hipótese que os espermatozoides de caprinos podem 

apresentar dimensões alteradas após as técnicas de coloração, que pode justificar a 

necessidade de uma padronização da avaliação da morfometria espermática dos 

espermatozoides considerados normais. Sendo assim, objetivou-se verificar se os corantes 

rotineiramente utilizados nas análises interferem no tamanho das células espermáticas de 

caprinos. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Local do experimento, animais experimentais e processamento do sêmen 

O experimento foi realizado no Laboratório de Estudos em Reprodução Animal (LERA) 

do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceará. Os ejaculados foram 

obtidos de três caprinos (36 meses de idade e 50 kg de peso corporal), das raças Anglo 

Nubiano e Moxotó. 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 

alimentação foi fornecida na proporção de 60% de volumoso (feno de Tifton 85, Cynodon 

dactylum) e 40% de concentrado, conforme especificações do NRC (2007). A mistura mineral 

foi adicionada ao concentrado e a água foi fornecida livremente.  

Os ejaculados foram obtidos semanalmente com auxílio de uma fêmea em estro natural 

e de uma vagina artificial. Cada ejaculado foi mensurado quanto ao volume (ml) e a 

concentração espermática (×10
9
 sptz/ ml; espectrofotometria). Logo em seguida, o sêmen foi 

diluído no citrato de sódio (2,37 g de citrato de sódio, 0,80 g de glicose e 100 ml de água 

destilada - qsp) de modo a obter uma concentração final de 100×10
6
 sptz /ml. 

2.2 Preparação das lâminas 

As lâminas foram preparadas para serem coradas por três métodos de coloração: Eosina-

nigrosina (EN), Azul de bromofenol (AB) e Panótico (PA); como controle algumas lâminas 

não foram coradas. 

O corante eosina-nigrosina foi preparado de acordo com o método descrito por BARIL 

et al. (1993). O processo de preparação do azul de bromofenol foi realizado conforme descrito 

por DERIVAUX (1980), com pH e osmolaridade para as condições fisiológicas dos 

espermatozoides de pequenos ruminantes (pH 6,8; 300mOms; 32°C) e estocado a temperatura 

ambiente (MEDEIROS et al., 2006). O corante panótico foi adquido comercialmente e 

utilizado conforme a recomendação do fabricante. 

No total, 2.000 espermatozoides (500 espermatozoides de cada coloração e do controle) 

foram digitalizados e avaliados pelo ImageJ, que é um software para processamento e análise 

de imagens, desenvolvido por Wayne Rasband no National Institute of Mental Health, USA, 

em linguagem Java. Foram realizadas as seguintes mensurações (m): comprimento da 
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cabeça, largura, perímetro e área, comprimento da cauda e comprimento total do 

espermatozoide. 

Para a utilização do software houve a necessidade de obtenção de uma escala real para 

mensuração dos espermatozoides, pois precisa de uma escala conhecida para que possa ser 

convertida em pixels e assim ser usado.  Como padrão, utilizou-se as medidas da câmara de 

Neubauer, pois a lateral do quadrado central mede 0,05 mm, equivalente a 50 m, em pixels e 

aumento no microscópio óptico de 100 ×. Conhecendo essas medidas foi realizada a 

confecção da escala usada para a leitura das células. O valor obtido foi 589.1010 pixels para a 

lateral da câmara de Neubauer (50 m), totalizando 11.7820 pixels para cada 1 m. 

Para obtenção de medidas mais acuradas foram realizadas medidas preventivas para 

diminuir possíveis erros. A câmara de Neubauer e todas as lâminas foram fotografadas no 

mesmo dia, no mesmo microscópio, câmera e operador.  

2.3 Análise Estatística 

Os dados obtidos de comprimento, largura e perímetro da cabeça (m), área do 

cabeça (m
2
), comprimento da cauda e total do espermatozoide (m) foram analisados pelo 

programa estatístico SAS (2009). Então, foram submetidos a ANOVA para verificar o 

efeito da coloração sobre a morfometria dos espermatozoides. Quando se constatou 

diferenças significativa entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de 

Tukey a 5% de significância. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Todos os estudos realizados objetivando mensurar os espermatozoides dos 

animais domésticos foram conduzidos utilizando pigmentos capazes de colorir essas 

células. Esses pigmentos compõem os diversos corantes atualmente existentes e têm por 

finalidade transmitir cor e torná-los mais visíveis e distintos. Então, já foi possível mensurar 

as células espermáticas de caprinos, de modo que alguns parametros, tais como 

comprimento total do espermatozoide (53,39 m, GARCÍA-VÁZQUEZ et al., 2016); 

comprimento e largura de cabeça (6,99 - 8,47 e 3,77 – 4,16 m, respectivamente; 

HIDALGO et al., 2006; EVANS e MAXWELL, 1990; MARCO-JIMÉNEZ et al., 2006) e 

comprimento da peça principal (39,75 m; GARCÍA-VÁZQUEZ et al., 2016) já foram 

relatados. Esses estudos foram importantes para o conhecimento e estabelecimento de 

padrões considerados normais para a espécie caprina. Então, é consenso que, um 

espermatozoide é considerado normal se a forma e o tamanho da cabeça, peça intermediária 

e cauda estiverem dentro da classificação de uma determinada espécie (CZUBASZEK et 

al., 2019). 

Nesse experimento, os resultados da mensuração dos espermatozoides de 

caprinos não corados e corados estão expressos na tabela 1.  

Tabela 1. Média ± erro padrão das medidas morfométricas das células espermáticas de 

caprinos não corados (Controle) ou corados com Eosina-Nigrosina (EN), Azul de Bromofenol 

(AB) ou Panótico (PA).  

Parâmetros (m) Controle EN AB PA SE (%) P-valor 

Comprimento da cabeça 9,94ª 9,82b 9,01d 9,24c 0,014 <0,001 

Largura da cabeça 5,10ª 4,78c 4,83b 4,74c 0,007 <0,001 

Perímetro da cabeça 26,28b 26,57a 25,10c 24,05d 0,033 <0,001 

Área da cabeça (m
2
) 45,78b 46,54a 39,45c 37,53d 0,117 <0,001 

Comprimento da cauda 58,81ª 58,32b 58,24b 57,69c 0,055 <0,001 

Comprimento total 68,79ª 68,44ab 68,32b 67,36c 0,061 <0,001 

a, b
 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 não coradas, digitalizadas e mensuradas no software ImageJ. Tais medidas refletem 
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as verdadeiras dimensões dos espermatozoides de caprinos criados em regiões tropicais. A 

observação das células nos diferentes corantes usados nesse experimento, também permitiu 

constatar que as células espermáticas de caprinos foram eficientemente visualizadas e 

digitalizadas com os corantes eosina-nigrosina e azul de bromofenol. O panótico coloriu 

com menos eficiência, porém as células não coradas tornaram a visualização bem mais 

difícil, tornando o processo de digitalização e o processo de mensuração no ImageJ bem 

mais trabalhoso. Devido a qualidade das imagens a medição da peça intermediaria ficou 

comprometida sendo possível apenas analisar o tamanho de cauda total (peça intermediaria 

e cauda) e o comprimento total do espermatozoide 

As células coradas, nas atuais condições experimentais, apresentaram dimensões 

consideravelmente maiores que as medidas já citadas em outros estudos. Entretanto, um 

estudo conduzido com a mesma espécie e o mesmo software (ImageJ), encontrou valores 

similares aos do presente estudo, todavia, os autores evidenciaram que a raça do caprino pode 

influenciar na morfometria do espermatozoide (WIBOWO et al., 2013). Então, é possível 

inferir que as reais dimensões dos espermatozoides, nessa espécie, são subestimadas quando 

se usa os corantes eosina-nigrosina, azul de bromofenol e panótico, visto que esses corantes 

reduziram significativamente (p<0,001) as dimensões das células espermáticas. As exceções 

foram constatas para área e perímetro da cabeça coradas com a eosina-nigrosina, que 

ocasionou aumento significativo (p<0,001) essas dimensões. Este achado pode justificar, em 

parte, a grande variabilidade de resultados encontrados na literatura internacional. 

Mesmo corantes naturais à base de Cártamo, amora preta e henna promovem 

alterações no tamanho das células (EBRAHIMI e PARHAM, 2020), que em 

espermatozoides bovinos promoveram a redução do tamanho da cabeça.  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 

coloração de espermatozoides afetam o tamanho dos espermatozoides por etapas osmóticas 

e desidratantes. Os achados do presente estudo comprovam a hipótese de que os corantes 

alteram os tamanhos das células espermáticas de caprinos. Diante do exposto, considera-se 

importante fazer ajustes nos corantes a fim de evitar alterações significativas nas dimensões 

das células espermáticas de caprinos. 
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4 CONCLUSÃO 

Conclui-se que este é o primeiro relato em que as dimensões de células 

espermáticas de caprinos são obtidas sem uso de coloração. Visto que, os corantes 

celulares promovem reduções nas dimensões das células de caprinos, induzindo a erros 

consideráveis. 
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