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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar cinco diferentes técnicas de coloragdo de espermatozoides
no sémen de suino. O estudo utilizou os seguintes corantes: eosina-nigrosina, rosa bengala,
POPE, giemsa e vermelho-congo e seguiu os protocolos padrdo. Foram utilizadas doses
comerciais refrigeradas de sémen, de quatro reprodutores diferentes, provenientes de uma
central de processamento de s€émen. Para cada técnica de coloragao, foram confeccionadas trés
laminas por amostra, totalizando 12 laminas por tratamento. A avaliacdo foi realizada em
microscopia Optica sob aumento de 1000x, analisando 200 espermatozoides por lamina. Os
espermatozoides foram analisados e avaliados monitorando possiveis interferéncias técnicas
como padrao da coloragdo, formacdo de artefatos, aglutinacdes e dificuldade na analise das
células. O resultado evidenciou diferencas quanto ao desempenho na coloragao das amostras
seminais e na qualidade da visualizagdo microscdpica, sendo que técnicas de eosina-nigrosina,
rosa bengala e POPE apresentaram coloracio homogénea dos espermatozoides,
proporcionando adequado contraste, sem artefatos e boa definicao das estruturas celulares,
enquanto a de giemsa nao promoveu a coloragdo dos espermatozoides € a de vermelho congo
resultou na formacgao de um artefato localizado na regido da cabeca dos espermatozoides. Todas
as técnicas possuem potencial de aplicacdo em andlises espermaticas dos suinos, porém nao
com a mesma eficiéncia e qualidade para analise microscopica

Palavras-chave: andlise espermatica; coloragdo de esfregacos; reproducdo, s€émen, suino.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate five different sperm staining techniques for boar
semen. The following stains were evaluated: eosin-nigrosin, rose bengal, POPE, Giemsa, and
Congo red, following their standard protocols. Commercial refrigerated semen doses from four
different boars, obtained from a semen processing center, were used. For each staining
technique, three slides were prepared from each sample, totaling 12 slides per treatment. The
evaluation was performed using light microscopy at 1000x magnification, analyzing 200
spermatozoa per slide. The sperm cells were assessed for possible technical interferences,
including staining pattern, artifact formation, agglutination, and difficulties in cell evaluation.
The results demonstrated differences in the staining performance of the seminal samples and in
the quality of microscopic visualization. Eosin-nigrosin, rose bengal, and POPE provided
homogeneous sperm staining, adequate contrast, absence of artifacts, and good definition of
cellular structures. Giemsa failed to stain the spermatozoa, whereas Congo red resulted in the
formation of an artifact localized in the sperm head region. Although all techniques showed
potential for application in porcine sperm analysis, they differed in their efficiency and quality
for microscopic evaluation.

Key-words: boar; reproduction; semen; smear staining; sperm analysis.
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1. INTRODUCAO

A suinocultura ocupa posi¢ao de destaque no cendrio do agronegécio brasileiro,
sendo responsavel por expressiva participagdo na produgdo e exportagdo de carne suina.
Em sistemas intensivos de producio, a eficiéncia reprodutiva exerce impacto direto sobre
a produtividade e a rentabilidade das granjas (ABPA, 2026)

Nesse contexto, a inseminagdo artificial ¢ amplamente utilizada como ferramenta
de disseminacdo genética e otimizacdo reprodutiva em suinos. O sucesso dessa biotécnica
depende diretamente da qualidade seminal dos reprodutores, a qual ¢ avaliada por meio de
parametros fisicos e morfologicos, incluindo motilidade, concentracdao, viabilidade e
morfologia espermatica. Entre esses, a andlise morfologica dos espermatozoides ¢
considerada um dos principais indicadores da qualidade do ejaculado, pois permite a
identificacdo de alteragdes estruturais associadas a redug¢do do potencial fecundante
(Garcia-Vazquez et al., 2016; Celeghini et al., 2017).

A morfologia espermatica envolve a avaliacao detalhada das estruturas celulares,
como cabeca, acrossoma, peca intermediaria e cauda, sendo essencial para a identificacio
de defeitos espermaticos que podem comprometer a funcionalidade do gameta masculino.
A precisdo dessa avaliacao depende, entretanto, da qualidade da visualizagdo microscopica,
que ¢ diretamente influenciada pelos métodos de coloragao empregados (Czubaszek et al.,
2019).

Cada método apresenta variagcdo quanto ao principio de coloracdo, afinidade pelos
componentes celulares e capacidade de evidenciar estruturas especificas dos
espermatozoides. Estudos demonstram que tais diferencas podem influenciar
significativamente a interpretacdo morfologica e morfométrica das células, afetando a
confiabilidade dos resultados obtidos (Czubaszek et al., 2019; Braune et al., 2025). Nos
sémen de suino, a aplicagdo dessas técnicas pode se associar a limitagdes como, coloragao
excessiva de citoplasma, formagao de artefatos, precipitados, aglutinagdes e dificuldade de
distin¢do entre estruturas celulares normais e alteragdes morfologicas reais. Esses fatores
podem comprometer a qualidade da analise microscopica e reduzir a reprodutibilidade dos
resultados entre diferentes laboratorios (Braune et al., 2025).

Outro aspecto relevante ¢ que muitos protocolos utilizados na rotina laboratorial
foram originalmente desenvolvidos para outras espécies, sendo posteriormente adaptados
para suinos. Essa adaptacdo pode ndo considerar plenamente as particularidades
morfologicas e bioquimicas dos espermatozoides suinos, o que contribui para variagoes
inter laboratoriais e reforca a necessidade de padronizacdo metodolégica (Rodriguez-

Martinez, 2010; Czubaszek et al. 2019)



Diante disso, objetivou-se nesse estudo avaliar e comparar os diferentes métodos de
coloracdo na andlise morfolégica de espermatozoides de suinos, com foco na qualidade da
visualizagdo estrutural e na identificacdo de interferéncias técnicas, visando uma maior

qualidade visual das coloragdes na avaliagdao seminal para a espécie suina.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1SUINOCULTURA BRASILEIRA E EFICIENCIA REPRODUTIVA

A suinocultura brasileira ocupa posi¢ao de destaque no cenario mundial, figurando entre
os principais produtores e exportadores de carne suina. O avango tecnoldgico empregado nos
sistemas intensivos de produgdo, junto com as biotécnicas reprodutivas, contribui para o
aumento da produtividade do setor (ABPA,2026).

Nesse contexto, a inseminacao artificial consolidou-se como uma das principais
biotecnicas reprodutivas utilizadas nas granjas comerciais, permitindo uma maior disseminagao
de material genético superior, reducdo de custos com manutencdo de reprodutores e maior
padronizagdo dos plantéis. Porém, a eficiéncia da técnica se relaciona a qualidade das doses
inseminantes, tornando indispensavel o controle rigoroso dos parametros seminais durante todo
o processo de producdo, armazenamento e utilizacdo do s€émen (Maside et al., 2023).

Nesse cenario, a avaliacdo da qualidade seminal representa, portanto, uma etapa
fundamental nos programas de reproducdo suina, uma vez que alteragdes podem comprometer
o potencial fecundante e impactar negativamente os indices reprodutivos. Nesse sentido, o
monitoramento laboratorial do s€émen ¢ parte importante para o controle de qualidade de
centrais de inseminagdo artificial, contribuindo para melhores resultados nas doses

inseminantes e em programas reprodutivos (Rocha et al., 2024).

2.2 AVALIACAO MORFOLOGICA ESPERMATICA EM SUINOS

A avaliagdo morfologica dos espermatozoides ¢ etapa fundamental na analise seminal,
utilizada para identificar as alteracdes estruturais que se associam ao potencial reprodutivo dos
machos (Garcia-Vazquez et al.,2016). A avaliacdo morfologica consiste em observar,
detalhadamente, as estruturas espermaticas, como cabeca, acrossoma, peca intermediaria e
cauda. Essa avaliagdo permite identificar defeitos estruturais espermaticos, os quais sao
classificados de acordo com origem e localizagdo (Arruda et al., 2011).
A confiabilidade da avaliagdo morfologica depende diretamente da qualidade de preparacgao das
amostras e a visualizacdo microscopica das estruturas celulares (Braune et al., 2025). Além

disso, diferentes métodos de coloragdo podem ser empregados, tendo distintos objetivos de



visualizacdo. Com isso, os resultados podem sofrer diferentes interpretagdes (Braune et al.,

2025).

2.3 PROPRIEDADES DOS CORANTES

A avaliagdo morfologica espermdtica depende da utilizagdo de técnicas de coloragdo
que facilitam a visualizagdo detalhada da estrutura celular que ndo pode ser observada em
microscopia optica sem coloracdo (WHO, 2021). Esses métodos baseiam-se em diferentes
interacdes fisico-quimicas entre corante e componente celular, possibilitando a diferenciagdo
de estruturas como cabega, pecga intermediaria, cauda e acrossoma (Bancroft e Gamble, 2013).
As variacdes entre os protocolos de coloragdo estdo relacionadas a natureza quimica dos

corantes, ao tipo de fixacdo e a afinidade diferencial pelas estruturas celulares, podendo

influenciar a interpretacdo morfoldgica dos espermatozoides (WHO, 2021)

2.3.1 Eosina-Nigrosina

A técnica de eosina-nigrosina baseia-se na avaliagdo da integridade da
membrana plasmatica dos espermatozoides, sendo amplamente utilizada para
determinag¢do da viabilidade celular (WHO, 2021). O principio da técnica estd
relacionado a permeabilidade seletiva da membrana, de modo que as células com
membrana integra impedem a penetracdo da eosina, enquanto células com membrana
danificada permitem sua entrada, adquirindo coloracdo rosea ou avermelhada
(Bjorndahl et al., 2003). A nigrosina atua como corante de fundo, dando contraste

negativo e facilitando a visualiza¢do do contorno celular (WHO, 2021).

2.3.2 Rosa Bengala

O corante rosa bengala ¢ um reagente anionico dcido amplamente utilizado em
exames androldgicos para avaliar a integridade estrutural dos espermatozoides de
diversas espécies. E um corante penetrativo que atua tingindo as membranas
espermaticas apos a fixagdo das células. Ele confere os espermatozoides uma cor rosa,
destacando o contorno de estruturas que seriam translucidas em microscopia comum
(Vasquez et al., 2012). Sua fungdo ¢ permitir uma visualizacdo detalhada da cabega,
peca intermediaria e cauda do espermatozoide. Dentre os corantes utilizados na rotina
laboratorial, ele demonstra ser uma das opg¢des mais econdmicas e de grande
estabilidade, mantendo a qualidade e a clareza morfologica por longos periodos, o que

¢ ideal para reavaliagdes diagnoésticas e controle de qualidade das laminas.



2.3.3 POPE (Rose Bengal-Fast Green)

Diferentes de métodos complexos ou dicromaticos, o POPE ¢ descrito como um
método de coloracdao simples, que facilita sua aplicacdo em rotinas laboratoriais. Sua
utilizagdo ¢ fundamentada pela afinidade em corar e identificar estruturas da regido
acrossomal da cabeca do espermatozoide, sendo uma técnica de avaliacao da integridade
acrossomal. Quando integro, o acrossoma assume uma cor lilds. Ja quando lesado,
assume uma coloragao rosa. O estado do acrossoma ¢ um indicador critico da fertilidade,

uma vez que lesado, dificulta a penetragdo do odcito (Pope et al; 1991)

2.3.4 Cerovsky (vermelho congo)

O vermelho Congo ¢ um corante anionico utilizado principalmente em técnicas
histologicas e citologicas, apresentando afinidade por estruturas celulares ricas em
proteinas. Em microscopia Optica, pode ser utilizado para aumentar o contraste de
preparagoes celulares, contribuindo para a visualizagdo de estruturas morfologicas em
amostras bioldgicas (Bancroft e Gamble, 2013).

Em protocolos experimentais de coloragdo combinada, o vermelho Congo pode
ser associado a corantes basicos, como a violeta genciana, formando sistemas de
contraste diferencial baseados na interacdo entre corantes de natureza 4cida e bdsica.
Essa combinagdo permite a diferenciacdo de componentes celulares com base em
afinidade tintorial, favorecendo a visualizagdo morfologica sob microscopia de luz

(Survana et al, 2013).

2.3.5 Giemsa

Na andlise de s€men, a coloragdo com Giemsa ¢ aplicada principalmente para o
estudo do acrossoma (Morani et al. 2018). A coloragdo se baseia na interagdo entre
componentes 4cidos e basicos presentes no corante para gerar contraste entre o nucleo
e o citoplasma, juntamente com o uso do metanol para fixacdo da coloragdo (Bancroft e
Gamble, 2008). Devido a sua capacidade de corar estruturas proteicas € membranas, o
giemsa ¢ considerado método padrao para avaliar a integridade acrossomal em diversas
espécies, como touros e bufalos (Morani et al., 2018). Assim, espermatozoides corados
pelo giemsa, assumem uma tonalidade azul-parpura escura, embora a pega intermediaria

e a cauda possam nao ser tao visiveis quanto em outros métodos de coloragao.



10

3. MATERIAL E METODOS
3.1 DESCRICAO EXPERIMENTAL

O presente estudo ¢ uma analise experimental descritiva e comparativa, com objeto de
avaliar o desempenho de cinco diferentes técnicas de coloracao em espermatozoides de suinos.
Foram comparadas cinco técnicas de coloragdo: eosina-nigrosina, rosa bengala, POPE,
vermelho congo e Giemsa. Foi avaliada se haveria a ocorréncia de falhas na coloracdo e
formacgao de artefatos que poderiam atrapalhar a visualizacao das estruturas.

Para cada técnica foram preparadas trés laminas, da mesma dose, dos quatro ejaculados.
As laminas foram confeccionadas todsas no mesmo dia e analise em dias posteriores. A andlise
constituiu na observagdo de 200 espermatozoides por lamina. Os critérios de avaliacdo foram
focados na coloragdo e presenca de artefatos ou precipitados que poderiam interferir na

interpretagdao das laminas.

3.2 MATERIAL BIOLOGICO

Foram utilizadas doses refrigeradas de sémen provenientes de uma central comercial de
suinos (Agroceres PIC) de quatro reprodutores diferentes que foram doadas pela granja Ipé,
localizada no municipio de Uberlandia-MG. A utilizagdo de doses de diferentes machos visou
garantir a variabilidade bioldgica necessaria para testar a eficiéncia das técnicas de coloragao
em diferentes amostras. As amostras foram utilizadas na confec¢do de trés laminas por técnica

de coloracao, totalizando o suporte necessario para a avaliagdo microscopica comparativa

3.3 PREPARO DAS LAMINAS E COLORACAO
As laminas foram preparadas conforme protocolos de rotina laboratorial e
procedimentos descritos na literatura para cada técnica de coloracao, com adaptagdes

necessarias a padronizagdo experimental do estudo. Todos os protocolos estdo descritos em

Pope et al. (1991) e Morani et al. (2018).

3.3.1 Eosina-Nigrosina

A coloragdo com eosina-nigrosina foi realizada pela metodologia descrita no
manual de reproducdo de animais domésticos, em método Hancock (Morani ei al; 2018).
Para realizar a lamina, foi feito o esfregaco com a mesma por¢do de sémen e solucao
eosina-nigrosina, depois disso foi deixado secar ao ar. Apds secagem, foi realizada a

leitura.
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3.3.2 Rosa Bengala

A coloracdo com rosa bengala foi realizada por meio da deposi¢do de uma gota
de sémen e uma gota do corante em lamina de vidro, seguida de homogeneizacao
imediata (Morani ei al; 2018). Em seguida, foi realizado esfregago da amostra, com

secagem em ambiente e posterior observagao.

3.3.3 POPE

A técnica com POPE foi realizada pela deposi¢do de uma gota de sémen ¢ uma
gota do corante em lamina de vidro, seguida de homogeneizac¢ao imediata (Pope et al;
1991). Apos isso, foi realizado esfregaco, secagem em ambiente e observacao

microscopica.

3.3.4 Vermelho Congo (Método de Cerovsky)

A coloragdo com vermelho congo foi realizada por meio de esfregaco seminal
em lamina de vidro, seguido de secagem em ambiente. Em seguida, a ldmina foi imersa
em solucdo de corante vermelho congo por 1 minuto e 30 segundos, lavada com agua
destilada e novamente seca em ambiente. Posteriormente, a lamina foi imersa em
solu¢do de violeta genciana por 1 minuto, sendo novamente lavada com 4gua destilada

e seca em ambiente para analise (Morani ei al; 2018).

3.3.5 Giemsa

A solugdo de Giemsa foi preparada em laboratdrio utilizando: 0,75 g de corante
Giemsa, 50 ml de glicerina e 50 ml de metanol. A mistura foi submetida a banho-maria
por uma hora, seguida da posterior adi¢do do metanol. Para finalizar, a solugdo foi
armazenada em frasco escuro e mantida em repouso por 10 dias para maturacgao.

Para a coloragdo, foi realizado esfregago seminal em ldmina de vidro, seguido
de secagem ao ar ambiente. Em seguida, a 1amina foi imersa na solugdo de Giemsa por
2 horas, sendo posteriormente lavada com agua destilada e seca em ambiente, seguida

da avaliagao.

3.4 AVALIACAO MICROSCOPICA
As laminas foram analisadas em microscopia optica no aumento 1000x, sob imersao

em. Em cada lamina foram avaliados 200 espermatozoides. As laminas foram avaliadas
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qualitativamente quanto a eficiéncia da coloracdo para visualiza¢ao espermatica, considerando:

qualidade da coloragdo e presenga de artefatos, excesso de pigmentagao ou falhas de coloragao
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EOSINA-NIGROSINA
Os resultados obtidos apresentaram homogeneidade e alto contraste, facilitando a

distingdo entre células com membranas integras e lesionadas (Figura 1).

Figura 1: Microfotografias de espermatozoides suinos, coloracdo de eosina/nigrosina, sendo
espermatozoides com membrana integra (ndo corados) e espermatozoides com membrana
lesionada (corados). Aumento de 400x (A); Aumento de 1000x (B).

A auséncia de artefatos observados neste estudo corrobora com os achados de Braune et
al. (2025), que classificam a técnica como eficaz para a rotina de centrais. Embora estes autores
apontem a formagao de cristais de corante apds armazenamento prolongado, o fato de a analise

ter sido imediata evitou a interferéncia nas amostras avaliadas.

4.2 ROSA BENGALA
A técnica apresentou Otima visualizagdo estrutural, destacando contornos que seriam
translucidos em microscopia comum (Figura 2). No sémen suino, o corante atua como um

corante penetrativo estavel, como afirmado por Braune et al. (2025).
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Figura 2: Microfotografias de espermatozoides suinos, coloragcdo com rosa bengala. Aumento
de 400x (A); Aumento de 1000x.

Apesar dos poucos relatos de literatura especifica, Braune et al. (2025) realizaram uma
avaliacdo detalhada desta técnica em suinos, atribuindo-lhe notas méximas (5/5) para
intensidade de cor, clareza visual e contraste. No entanto, um ponto critico de discussao reside
na formacgao de artefatos: enquanto este estudo ndo demonstrou falhas na coloragdo, Braune et
al. (2025) relataram que o corante apresentou uma maior propor¢ao de espermatozoides com
cabegas lanceoladas (7,97%), um efeito decorrente da dessecacdo durante o preparo do

esfregaco.

4.3 POPE
A técnica de POPE mostrou-se eficiente na identificagdo das estruturas da regido

acrossomal, apresentando um bom contraste na cor lilas nos acrossomas integros (Figura 3).

Figura 3: Microfotografias de espermatozoides suinos, coloragdo de POPE. Aumento de 400x
(A); Aumento de 1000x (B).

Embora tenha sido originalmente desenvolvido por Pope et al. (1991) para felinos, os
resultados deste estudo confirmam sua plena aplicabilidade na espécie suina, mantendo um
visual claro sem precipitados. A simplicidade do método favorece sua adogdo em rotinas que

exigem agilidade e solu¢do na avaliagdo do acrossoma

4.4 VERMELHO CONGO

A técnica de vermelho congo associada ao corante violeta genciana apresentou boa
coloracdo das amostras. Entretanto, analisando a imagem das células, houve em todos os
espermatozoides um halo réseo separado da regido anterior da cabeca, dando a impressao de

que o acrossoma esta "descolado" ou “desprendido” (Figura 4).
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Figura 4: Microfotografias de espermatozoides suinos, coloragdo com Vermelho congo
(Cerovski); (A) aumento de 400x, evidenciando detalhe da regido acrossomal (setas); (B)
Aumento de 1000x.

Comparando diferentes técnicas e protocolos de coloracdo demonstraram que eles
podem produzir artefatos, depositos de corante e aumento artificial da frequéncia de alteragdes
morfologicas, interferindo na avaliacdo espermatica (Braune et al., 2025). Dessa forma,
considerando que o aparente “desprendimento” do acrossoma foi observado exclusivamente
nesta coloracdo e de forma homogénea em praticamente todas as células, conclui-se que esse
achado representa um artefato técnico, ndo refletindo uma alteracio morfoldgica real dos

espermatozoides analisados.

4.5 GIEMSA
Diferentemente do esperado pela literatura classica, com exemplo de Watson et al.

(1975), que posiciona o Giemsa como padrao para avaliacao nuclear e acrossomal em outras

espécies como touros, a técnica ndo promoveu a coloracdo nas amostras suinas deste estudo

(Figura 5).

Figura 5: Microfotografias de espermatozoides suinos, coloragdo com Giemsa. Aumento de
400x (A); Aumento de 1000x (B).

Essa falha pode estar relacionada a complexidade do preparo e ao longo tempo de
maturacao exigido, como outros fatores envolvendo ph, concentracao e fixacdo. Além disso,

estudos comparativos recentes de Braune et al. (2025) indicaram que o Giemsa e seus analogos
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apresentam baixo contraste natural na espécie suina, o que refor¢a a necessidade de protocolos

mais especificos para este grupo.

4.6 ANALISE COMPARATIVA FINAL

A comparacdo entre as técnicas de coloracdo evidenciou diferengas quanto ao
desempenho na coloragdo das amostras seminais e na qualidade da visualizagdo microscopica.
As técnicas de eosina-nigrosina, rosa bengala e POPE apresentaram coloracao homogénea dos
espermatozoides, proporcionando adequado contraste e boa definicao das estruturas celulares,
sem ocorréncia de artefatos que comprometessem a interpretacdo microscopica. Em
contrapartida, a técnica de Giemsa ndo promoveu a coloragdo dos espermatozoides nas
condigdes empregadas neste estudo, impossibilitando a adequada visualizagdao das estruturas
celulares. Ja a técnica do vermelho congo resultou na formag¢ao de um artefato localizado na
regido da cabeca dos espermatozoides, dificultando a interpretagdo da coloragdo nessa por¢ao
da célula.

Esses resultados demonstram que, embora a maioria das técnicas possuam potencial de
aplicagcdo em analises espermaticas dos suinos, diferengas relacionadas a eficiéncia da
coloracdo e a ocorréncia de artefatos podem influenciar diretamente a qualidade da avaliacao

microscopica.

5. CONCLUSAO

Com isso fica evidente a realizagdo de uma padronizagdao, quanto a realizacdo das
técnicas de coloragdo utilizado na avaliagdo morfolégica em sémen suinos. Vale ressaltar que,
o presente estudo também mostra hé necessidadede novos estudos para avaliar o desempenho

de outras técnicas reprodutiveis e viaveis em centrais de processamento de s€émen suino.
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