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O objetivo do estudo foi avaliar a eficiéncia do mé-
todo de coloracdo Karras modificado (KA) para a anélise
da morfologia espermdtica no gato doméstico através da
comparagdo com a coloragdo Fast Green FCF/Rosa Ben-
gala (FR), previamente utilizada para esta espécie. Utili-
zaram-se quatro gatos adultos, colhendo-se quatro vezes
amostras de sémen em dias alternados para cada animal
através de vagina artificial (n=16 ejaculados). Para cada
ejaculado, realizaram-se duas coloracdes. Para a coloragdo
FR, o sémen in natura foi diluido em citrato de sddio 2,9%
e, posteriormente, em solug@o de coloracdo. Apos setenta
segundos, procedeu-se a esfregacos em laminas, as quais
foram secas a 37°C. Para a coloracdo KA, os esfregacos
previamente confeccionados e fixados em formol sali-

RESUMO

no foram imersos seqiiencialmente nas solu¢des de Rosa
Bengala, Tanino e Azul Vitéria e secas em temperatura
ambiente. Avaliaram-se duzentas células para cada tipo
de coloracdo em todos os ejaculados, usando-se micros-
copio de luz em aumento de 1.000X. Efetuou-se analise
estatistica mediante o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon,
estabelecendo diferenca significativa quando p<0,05. Para
a coloragdo de KA, obtiveram-se maior porcentagem de
gota citoplasmatica distal e menor porcentagem de defei-
tos de cabega quando comparada a coloragdo FR. Assim,
nenhuma das coloragdes mostrou-se totalmente eficiente
na identificacdo dos defeitos de morfologia encontrados na
avaliacdo do sémen in natura de gatos domésticos.

PALAVRAS-CHAVES: Acrossomo, coloragdo, espermatozoide, gato doméstico, morfologia espermatica.

ABSTRACT

COMPARISON BETWEEN TWO METHODS OF STAINING FOR ASSESSMENT OF MORPHOLOGY AND
ACROSOME IN DOMESTIC CAT (FELIS CATUS) SPERMATOZOA

The objective of this study was to evaluate the ef-
ficiency of the modified Karras staining technique (KA) to
analyze domestic cat sperm morphology by comparing it
with the Fast Green FCF/ Rose Bengal staining (FR), pre-
viously used for this species. Four adult cats were used,
from which sperm samples were collected four times in al-
ternate days for each tom using an artificial vagina (n=16
ejaculates). Both staining techniques were performed for
each ejaculate. For the FR staining technique, the semen in
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natura was diluted in 2.9% sodium citrate and, afterwards,
in the staining solution. After 70 seconds, smears were made
onto slide and dried at 37°C. For the KA staining technique,
previously made and formol saline fixed slides were sequen-
tially immersed in Rose Bengal solution, Tannin solution,
and Victoria Blue B solution, and dried at room tempera-
ture. For sperm evaluation, 200 sperm cells were assessed
for each staining technique in all ejaculate samples using a
bright field microscope at 1000X magnification. Statistical
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analysis used the non-parametric Wilcoxon test, establish-
ing significance at p<0.05. For the KA staining technique,
higher percentage of distal cytoplasmic droplets and lower
percentage of sperm head defects were obtained when com-

pared to the FR staining technique. This way, both staining
techniques were not totally efficient for the assessment of
morphological defects found in the domestic cat in natura
spermatozoa.

KEY WORDS: Acrosome, domestic cat, spermatozoa, sperm morphology, staining.

INTRODUCAO

Os testes in vitro, utilizados para a avalia-
¢do dos espermatozdides, sdo ferramentas impor-
tantes, uma vez que oferecerem indicios sobre a
capacidade fertilizante dessas células. Dentre es-
ses testes estdo incluidas a analise morfologica e a
determinagao da integridade acrossomal, as quais
demonstram relacdo direta com a capacidade fer-
tilizante dos espermatozoides em espécies como:
bovina (HANCOCK, 1959; PEET et al., 1988;
ANDERSSON et al., 1990), eqiliina (JASKO
et al., 1990; JASKO et al., 1992), suina (HAN-
COCK, 1959), ovina (HANCOCK, 1959), cani-
na (RENTON et al., 1986; MICKELSEN et al.,
1993; OETTLE, 1993; CARDOSO et al., 2007)
e humana (VAWDA et al., 1996). Uma correla-
c¢do positiva foi encontrada entre a porcentagem
de espermatozoides morfologicamente normais
e a taxa de fertilidade in vivo na espécie cani-
na (MICKELSEN et al., 1993; OETTLE, 1993).
Nos gatos domésticos, a morfologia espermatica
também tem sido relacionada a fertilidade in vi-
tro, pois ejaculados com mais de 60% de altera-
¢oes morfoldgicas resultam em taxas menores de
penetracdo da zona pelucida quando comparados
com ejaculados apresentando menos de 40% de
formas anormais (HOWARD et al., 1991).

Na familia Felidae, uma alta incidéncia
de teratospermia, animais apresentando mais de
60% de espermatozoides morfologicamente anor-
mais, ¢ freqlientemente observada (HOWARD,
1993). Adicionalmente, existem diferengas fun-
damentais entre esses dois grupos de animais,
normospérmicos € teratospérmicos, como: maior
susceptibilidade da membrana plasmatica aos
danos induzidos pela refrigera¢do, maior sensibi-
lidade ao estresse osmotico, menor estabilidade
do DNA, menor capacidade de fertilizacao apds

inje¢do espermatica intracitoplasmatica e maior
tempo para capacitacdo espermatica e reagao
acrossomal in vitro para os animais teratospér-
micos (PUKAZHENTHI et al., 2001). Por essa
razao, tanto a avaliacdo morfologica de amostras
de sémen quanto a identificacdo dos animais te-
ratospérmicos sdo essenciais.

As avaliacdes da morfologia espermatica
e/ou da integridade acrossomal podem ser reali-
zadas através de preparacdes imidas (SAACKE
& MARSHALL, 1968; PURSEL et al., 1972),
esfregacos corados (WILLIAMS, 1920; HAN-
COCK, 1952; WELLS & AWA, 1970; DIDION
et al., 1989; TALBOT & CHACON, 1981a,b;
PAPA et al., 1988) ou sondas fluorescentes (TAL-
BOT & CHACON, 1980; CROSS et al., 1986;
KALLAJOKI et al., 1986; MORTIMER et al.,
1987).

Para o gato doméstico, demonstrou-se que,
embora a preparacdo imida permita uma avalia-
¢do da morfologia espermatica sem artefatos in-
duzidos pelo processo de coloragdo (ZAMBELLI
etal., 1993; SCHAFER & HOLZMANN, 2000),
o esfregaco corado permite melhor visualizagdo
do acrossomo (POPE et al., 1991). Nesse con-
texto, a coloracao Fast Green FCF/Rosa Bengala
(FR) se mostrou um método simples e confidvel
para a coloragdo espermatica em felinos (POPE
et al., 1991), permitindo a avaliagdo morfologi-
ca e de integridade acrossomal simultaneamente.
Contudo, apesar de o Fast Green FCF/Rosa Ben-
gala ser uma coloragdo eficiente para os felinos,
nem todos os laboratérios dispdem desse corante,
fazendo-se necessaria, assim, a busca de técnicas
de coloragdo alternativas, simples e confidveis
para uso na rotina da avaliacdo androldgica nos
felinos.

O objetivo deste estudo foi avaliar a efi-
ciéncia do método de Karras modificado (KA)
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por PAPA et al. (1988), utilizado para esperma-
tozodides de touro, cavalo, cdo, bode, carneiro e
homem, para a andlise da morfologia espermati-
ca e da integridade acrossomal no gato domésti-
co através de comparagdo com a coloragao Fast
Green FCF/Rosa Bengala (FR), recomendada
para essa espécie.

MATERIAL E METODOS

Animais

Utilizaram-se quatro gatos (entre 1,5 e
7 anos) mantidos em fotoperiodo natural com
mais de doze horas de luz por dia e alimentados
com ragdo seca (Friskies, Nestlé/Purina) e 4gua
ad libitum. Cada animal foi submetido a quatro
colheitas de sémen em dias alternados com a uti-
lizagdo de vagina artificial (SOJKA et al., 1970),
totalizando dezesseis amostras de sémen.

Preparagdo dos corantes

Para a coloragdao de KA modificado, utili-
zaram-se trés solucodes: 1) Rosa Bengala [3g de
Rosa Bengala, 1mL de formol salino (30 a 40%),
100mL de agua destilada] (pH=6,9), 2) Tanino
[1g de casca de barbatimao (Stryphnodendrum
barbatiman), fervida em 20mL de 4dgua destilada
por cinco minutos, filtrada a quente e conservada
em refrigerador] (pH=4,5), 3) Azul Vitéria (3g
de Azul Vitéria em 100mL de alcool metilico e,
apos trés a quatro semanas em estufa a 37° C, di-
luicdo de 20mL dessa solugdo em 80mL de dgua
destilada) (pH=3,2) (PAPA et al., 1988).

Preparou-se a solugdo para a coloragdo de
FR com 1% (p/v) de Rosa Bengala, 1% (p/v) de
Fast Green FCF e 40% de etanol em tampao de
Mcllvaine’s (0,1 M de acido citrico e 0,2 M de
fosfato dissodico), ajustando o pH da solugdo fi-
nal entre 7,2 a 7,3 (POPE et al., 1991).

Técnica de coloragao

Para a técnica de coloracao KA, elabora-
ram-se esfregacos em lamina utilizando-se Sul
do sémen in natura para cada amostra colhida
(n=16) e duas laminas por amostra. Fixaram-se as
laminas, apos secagem em temperatura ambien-
te, em formol salino, mergulhando-as de duas a
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trés vezes em imersdes rapidas e secagem a 37°
C em placa aquecedora. Apds fixacdo, as laminas
foram imersas em trés solugdes de coloragao na
seqliéncia: 1) dois minutos em solu¢cdo de Rosa
Bengala, 2) um minuto em solu¢do de Tanino, 3)
trinta segundos em solucao de Azul Vitoria, reali-
zando-se lavagem das laminas em agua corrente
sempre ap6s cada imersao nas solugdes. As lami-
nas ap0s coloragdo foram secas em temperatura
ambiente (PAPA et al., 1988).

Na coloracdo de FR, para cada amostra co-
lhida (n=16), Sul do s€men in natura foram adi-
cionados a 45l de citrato de sodio 2,9%. A essa
mistura adicionou-se a solugdo de coloragao e,
apos setenta segundos em temperatura ambiente,
foram realizados esfregacos em laminas utilizan-
do de 5 a 10ul da solucdo final. Para cada amostra
prepararam-se duas laminas. As laminas foram
deixadas secar a temperatura de 37° C (POPE et
al., 1991).

Avaliagdo morfolédgica

Para cada amostra colhida e tipo de colora-
¢do procedeu-se a avaliacdo de duzentas células
utilizando microscopio Optico com aumento de
1.000X e a classificacao das anormalidades esper-
maticas realizada de acordo com MIES FILHO
(1987). Classificou-se o acrossomo como intac-
to quando toda a regido acrossomal das células
espermaticas foi corada em azul-escuro (KA) ou
azul-arroxeado (FR) e lesado, ou ausente quan-
do a regido acrossomal se apresentava rosa-claro
(FR e KA) ou com apenas alguns pontos azuis-
arroxeados (FR).

Andlise estatistica

As médias obtidas para cada anormalida-
de espermatica em todos os ejaculados avalia-
dos foram comparadas entre as duas técnicas de
coloracdo através do teste ndo-paramétrico de
Wilcoxon, estabelecendo diferenga significativa
quando p<0,05.

RESULTADOS

As médias para cada patologia espermatica
de todos os ejaculados nas duas técnicas de colo-
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ragdo se encontram na Tabela 1. Para a coloracao
FR foi observada maior (p<0,05) porcentagem de
patologias de cabeca, enquanto que para a colora-
¢do de KA obteve-se maior (p<0,05) freqiiéncia
de gota citoplasmatica distal. Para as demais pa-
tologias espermaticas, nao se observou diferenca
significativa entre as duas técnicas de coloragao
utilizadas. As anormalidades espermaticas mais
freqiientes foram: cauda fortemente dobrada ou
enrolada, gota citoplasmatica distal, auséncia do
acrossomo, peca intermediaria dobrada, cabeca
isolada, formas duplas e gota citoplasmatica dis-
tal.

TABELA 1. Médias e desvio-padrao das patologias esper-
maticas encontradas em amostras de sémen (n=16) de gato
doméstico avaliadas pelas coloragdes de Karras modifica-
do e Fast Green/ Rosa Bengala, Botucatu, SP, 2007

Meétodo de coloracao
Fast Green/

Karras modifi-

Patologia cado Rosa Bengala
Acrossomo 6,75 £ 3,77% 6,22 £ 3,752
Patologia de cabeca 3,72 +£3,48° 4,94 + 432"
Patologia de peca 750+652¢  8,16+6,77°
intermediaria

Patologia de cauda 26,84 £21,32% 27,94+ 18,742

Patologia de 0,94+ 1,14*  0,66+0,79¢
implantagdo

Gpta citoplasmatica 18,91 +15.56° 234+ 1,79°
distal

Gota. citoplasmatica 031£051° 0,06 +0,17°
proximal

Formas 0,03+£0,13*  0,16+0,35°
teratospérmicas

Formas duplas 0,31 £ 0,542 0,22 +0,31°

Letras distintas na mesma linha representam diferenga estatistica
(p<0,05).

p = nivel de significancia estatistica para cada patologia entre os dois
métodos de coloragao (teste ndo paramétrico de Wilcoxon).

DISCUSSAO

O principal objetivo de uma técnica de co-
loragdo espermatica € facilitar a visualizagao dos

espermatozoides e, assim, propiciar melhor dis-
cernimento das patologias existentes.

Dentro desse contexto, a analise da integri-
dade do acrossomo ¢ um dos itens importantes na
avaliagdo do potencial de fertilizacdo do animal,
principalmente, em amostras de sémen descon-
gelado (BEDFORD, 1983).

A técnica de preparagdo imida, utilizando
contraste de fase (HANCOCK, 1952), apesar de
conservar mais bem as caracteristicas morfologi-
cas das células espermaticas (ZAMBELLI et al.,
1993), oferece baixa visualizagdo do acrossomo
nos gatos (WILDT et al., 1987), em virtude do
tamanho pequeno dessa estrutura nessa espécie
(SCHMEHL & GRAHAM, 1989). Por sua vez,
as sondas fluorescentes, indicadas para a avalia-
¢do da integridade acrossomal, apesar de apresen-
tarem maior intensidade na marca¢ao do acros-
somo e, conseqiientemente, menor ambigiiidade
durante a avaliacao (CROSS & MEIZEL, 1989),
necessitam de equipamentos mais especificos e
dispendiosos. Assim, para a avaliacdo da inte-
gridade acrossomal, a alternativa mais acessivel
ainda ¢ a utilizacdo de esfregagos corados.

Para o gato doméstico, corantes como FR
(POPE et al., 1991; ZAMBELLI et al., 1993),
triple stain (POPE et al., 1991) ou Spermac™
(SCHAFER & HOLZMANN, 2000) podem ser
utilizados para a visualizacdo do acrossomo em
microscopia de luz. A coloragdao de FR, compa-
rada a outros corantes como o triple stain para
a avaliacao do s€émen em felinos, além de mais
simples, resultou em melhor diferenciagdo das
estruturas espermaticas, incluindo a acrossomal,
com menor quantidade de artefatos (POPE et al.,
1991; ZAMBELLI et al. 1993).

Os meios usados para a dilui¢cdo das amos-
tras de sémen, previamente a coloragdo, podem
interagir com os corantes utilizados e levar a al-
teracdes nos padrdes de coloragdo. Por exemplo,
foi observado que a gema de ovo ¢ o glicerol
podem afetar negativamente coloragdes como o
FR, em razdo da aglutinagdo da gema de ovo e
auséncia de diferenciagdo das estruturas esper-
maticas pela presenca do glicerol (ZAMBELLI
et al.,, 1993). Neste estudo foi utilizado apenas
sémen in natura, excluindo-se, dessa forma, a
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interferéncia do meio sobre a visualizagdo das
c€lulas espermaticas.

Anteriormente a este estudo, o unico re-
lato utilizando os mesmos corantes da técnica
de KA, Rosa Bengala e Azul Vitoria, para colo-
racdo espermadtica em gato doméstico, foi feito
por ZAMBELLI et al. (1993). Esses autores en-
contraram um numero elevado de acrossomos
classificados como reagidos, provavelmente,
resultado da discreta diferenciagdo das estru-
turas espermaticas pelos corantes utilizados.
Ao contrario do observado por ZAMBELLI et
al. (1993), neste estudo, utilizando os coran-
tes Rosa Bengala e Azul Vitoria, obteve-se boa
diferenciagdo das estruturas espermaticas, in-
cluindo a visualiza¢dao do acrossomo, como ob-
servado anteriormente para outras espécies de
animais domésticos (PAPA et al., 1988). Apesar
da boa visualizagdo das células espermaticas no
presente estudo, uma porcentagem ligeiramen-
te menor de patologias localizadas na regido da
cabeca foi observada nas amostras coradas com
KA quando comparadas aos resultados obtidos
com a coloracdo FR. Os resultados conflitantes
entre esses dois estudos podem estar relaciona-
dos a diferengas no método de fixagdo, preparo
e tempo de exposicao aos corantes Rosa Benga-
la e/ou Azul Vitoria ou ao adstringente utilizado
para a técnica de coloracao.

Para o gato doméstico, demonstrou-se que
a solucao de Hancock e Gledhill foi mais eficien-
te em manter a integridade das gotas citoplasma-
ticas (ZAMBELLI et al., 1993). Neste estudo,
observou-se uma porcentagem maior de gota ci-
toplasmatica distal utilizando a coloragdo de KA
comparada a colora¢do FR. Essa redugdo na vi-
sualizagcdo das gotas citoplasmaticas foi, previa-
mente, relatada em outras técnicas de coloragdo
espermatica para o gato doméstico (ZAMBELLI
etal., 1993; SCHAFER & HOLZMANN, 2000).
Dessa forma, pode-se deduzir que talvez o pro-
cessamento do s€émen para a técnica de coloracao
FR possa ter levado a um desprendimento das
gotas citoplasmaticas distais ou que a coloragdo
de FR, possivelmente, ndo apresenta boa colo-
racdo dessas estruturas, levando, assim, a uma
visualizacao reduzida destas.
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CONCLUSAO

Apesar de as duas técnicas de coloracao
utilizadas neste estudo terem permitido uma boa
visualizacdo das estruturas espermaticas, foram
observadas tanto menor eficiéncia na detec¢ao de
defeitos de cabeca nas amostras coradas com KA
quanto menor freqiiéncia de gotas citoplasmati-
cas distais na coloragdo de FR. Dessa forma, am-
bas as coloracdes nao foram totalmente eficien-
tes na identificacdo dos defeitos de morfologia
encontrados na avaliacdo do sémen in natura de
gatos domésticos.
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