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RESUMO: A andlise da morfologia dos espermatozdides do sémen colhido de 30 pacus (Piaractus mesopotamicus) consistiu
de trés solucdes fixadoras: formol salina tamponada (FS), citrato sddio diidratado a 3% (CS) e agua destilado (Ag) e para
corar as células espermaticas trés corantes: Vermelho Congo (VC), Rosa Bengala (RB) e Williams-modificado (WM). As
combinag¢des de corantes e solugdes fixadoras utilizadas foram: RB X FS, WM X FS, VC X FS, VC X Ag, WM X Ag, WM
X CS e VC X CS. Na avaliacdo dos esfregacos levaram-se em consideragdo as alteragdes anatomicas, a eficiéncia do corante,
a aglutinacdo e a sujidade. Quando o sémen foi diluido em CS e Ag, os espermatozoides sofreram alteracdes anatdmicas e
aglutinacdo, inviabilizando a analise. O FS ndo gerou altera¢do anatomica e nem aglutinacdo dos espermatozodides, sendo
possivel avaliar a eficiéncia do corante. Ao analisar a combinacdo RB X FS verificou-se a melhor média estimada de 9,97
pontos (P<0,05), com baixa sujidade e boa eficiéncia do corante. A combinagdo WM X FS resultou na média estimada de 7,35
pontos e ado VC X FS de 6,83 pontos que foram valores menores (P<0,05) em comparagao aos esfregacos da combinacido RB
X FS. De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a combinacido do RB X FS apresentou os melhores resultados, sendo
recomendado preparar esfregacos para analisar a morfologia dos espermatozoéides de pacus (Piaractus mesopotamicus).
PALAVRAS-CHAVE: Espermatozoides, piscicultura, Rosa Bengala, Vermelho Congo, Williams modificado

DIFFERENT TECHNIQUES TO EVALUATE TO STAIN FISH SEMEN

STREIT-JR, D.P.; MORAES, G.V.; RIBEIRO, R.P.; POVH, J.A.; SOUZA, E.D.; OLIVEIRA, C.A.L. Different techniques
to evaluate to stain fish semen. Arg. cién. vet. zool. UNIPAR, 7(2): p. 157-162, 2004.

ABSTRACT: The analyses of spermatozoa morphology from semen obtained from pacus (Piaractus mesopotamicus)
consisted of three fixers solution: formal-saline buffered (FB), 3 % sodium citrate diihydrated (SC) and distilled water
(DW) and to stain the spermatic cells were used three dyeing: Congo red (CR), Bengal rose (BR) and Williams modified
(WM). Combinations of dyeing and fixers solution were: BR x BF, WM x FB, CR x FB, CR x DW, WM x DW, WM x SC
and CR x SC. In the rubbing brush stained evaluation was considered spermatozoa anatomic alterations, dyeing efficiency,
agglutination and dirtiness. For semen diluted in SC and DW was observed spermatozoa anatomic alterations and agglutination
on the rubbing brush, becoming impossible any analyses. When semen was diluted in FB to prepare rubbing brush was not
observed spermatozoa anatomic alterations and agglutination, becoming possible to evaluate dyeing efficiency. In analyze
of BR x FB combination was verified the best estimate average of 9.97 points (P<0.05), showing reduced dirtiness and good
efficiency of dyeing. When combination was WM x FB the estimate average was 7.35 points and CR x FB was 6.83 points
which were lower (P<0.05) than the average verified in the rubbing brush stained with BR x FB. According to the results
observed in this study, the best combination to evaluate spermatozoa morphology from pacus semen was rubbing brush
stained with BR x FB combination.
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RESUMEN: El andlisis de la morfologia de los espermatozoides del semen colectado de 30 pacus (Piaractus mesopotamicus)
consistio en tres soluciones fijadoras: Formol salina tamponada (FS), citrato sodio bihidratado al 3% (CS) y agua destilada
(Ag) y para colorear las células espermaticas tres colorantes: Rojo Congo (VC), Rosa Bengala (RB) y Williams — modificado
(WM). Las combinaciones de colorantes y soluciones fijadoras utilizadas fueron: RB x FS, WB x FS, VC x FS, VC x
Ag, WM x Ag, WM x CS y VC x CS. En la evaluacion de los frotis se tuvo en cuenta las alteraciones anatomicas, la
eficiencia del colorante, la aglutinacion y la suciedad. Cuando el semen fue diluido en CS y Ag, los espermatozoides sufrieron
alteraciones anatomicas y aglutinacion, inviabilizando el analisis. E1 FS no generd alteracion anatdmica ni aglutinacion de los
espermatozoides, siendo posible evaluar la eficiencia del colorante. Al analizar la combinacion RB x FS se verifico la mejor
média estimada de 9,97 puntos (P(0,05) con baja suciedad y buena eficiencia del colorante. La combinacién WM x FS resulto
en el promedio estimado de 7,35 puntos y la de VC x FS de 6,83 puntos que fueron valores menores (P(0,05) en comparacion
a los frotis de la combinacion RB x FS. De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, la combinacion de RB x FS
presento los mejores resultados, siendo recomendado para preparar frotis para analizar la morfologia de los espermatozoides

de pacus (Piaractus mesopotamicus).

PALABRAS CLAVES: Espermatozoides, piscicultura, Rosa de Bengala, Rojo Congo, Williams modificado

Introducio

Com o crescimento da piscicultura (FAO 2001),
inumeros trabalhos tém sido desenvolvidos a fim de avaliar
a qualidade dos gametas masculinos produzidos (YAO et al.,
2000; WILLIOT et al., 2000; TVEDT et al., 2001; TADDEI
etal.,2001; TANAKA et al., 2002).

Diferente do que ocorre em peixes, em sémen de
mamiferos, a avaliacdo de altera¢cdes morfoldgicas dos
espermatozdides ¢ considerada um pardmetro importante
para uma boa avaliagdo do sémen (VALE FILHO, 1980;
BARTH & OKO, 1989; HERMAN et al., 1994, HAFEZ &
HAFEZ, 2000). Para que esta analise seja realizada faz-se
necessaria a preparagdo de laminas com espermatozoides
fixados e corados.

Em verificagdo de alteragdes morfologicas de
espermatozdides de mamiferos, inumeros corantes sao
utilizados a fim de evidenciar as células espermaticas, como:
Williams modificado (VALE FILHO, 1980), coloragido de
Karras (CBRA, 1998), eosina-nigrosina (CASSINELLO et
al., 1998), eosina-anelina azul ¢ corante Giemsa (BARTH
& OKO, 1989; CASSINELLO et al., 1998), tinta da China
e coloragdo supravital (HAFEZ & HAFEZ, 2000), Vermelho
Congo (AGUIAR et al., 1994; AGUIAR et al., 1996), Rosa
Bengala (RODRIGUES & RODRIGUES, 1998; GALVANI
et al.,2000), uranil acetato e citrato chumbo (TADDEI et al.,
2001), além de muitos outros.

Para que se possa corar laminas para analisar as
alteragdes morfologicas, faz-se necessaria a utilizagdo de
solugdes diluidoras que fixem os espermatozoides, o que pode
determinar a boa qualidade das laminas preparadas. Solugdes
como formol-salina (AGUIAR et al., 1994; AGUIAR et al.,
1996; GALVANI et al., 2000), formol-citrato (RODRIGUES
& RODRIGUES, 1998), citrato de sodio formalada (JOBIM
etal. 1995; HORN et al. 1996), formaldeido (CASSINELLO
et al., 1998) e uma outra infinidade de solucdes fixadoras.

Para uma boa analise da 1dmina a ser observada, sdo
necessarios alguns pré-requisitos quanto a coloragdo, como:
formulag@o correta do corante, utilizado-se material de boa
qualidade, tempo de aplica¢do da técnica adotada e o custo
da metodologia empregada (BARTH & OKO, 1989).

Em peixes, as alteragdes morfologicas de
espermatozodidesouamudangaanatomicadosespermatozoides
sdo0 abordadas tdo somente em pesquisas. Em alguns estudos
onde foram verificadas estas analises, como no sémen de
catfish africano (Clarias gariepinus) (MANSOUR et al.,
2002), ocean pout (Macrozoarces americanus) (YAO, et al.,

1999) e Diplodus puntazzo (TADDEI et al., 2001) foram
utilizadas técnicas elaboradas para observagdo de mudangas
através de microscopia eletronica. No Brasil, MURGAS ez al.
(1999) e KAWAMOTO et al. (1999) utilizaram procedimentos
mais simples como o uso da microscopia otica, visando as
analises de morfologia de sémen de peixes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a melhor
combinagdo entre solucdo de fixacdo e metodologia de
corar esfregacos, para estudar alteragcdes morfologicas dos
espermatozdides de peixes.

Material e Métodos

A realizagdo do experimento ocorreu durante
a temporada de reproducdo dos pacus (Piaractus
mesopotamicus), de novembro de 2001 a agosto de 2002,
na Estacdo de piscicultura da Universidade Estadual de
Maringa (UEM)/CODAPAR, juntamente com o Laboratdrio
de Reprodugdo Animal da UEM.

Apds 240 unidade térmica acumulada (UTA) a uma
temperatura de 25,5+1,5°C, foi obtida uma amostra de
sémen de cada P. mesopotamicus, utilizando-se, no total,
30 animais induzidos com extrato de hipdfise de carpa
(WOYNAROVICH & HORVATH, 1983). O valor de
240 UTA ¢ o estabelecido, na regifio, para obter-se sémen
dessa espécie durante o periodo reprodutivo, além de ser
o recomendado por CECCARELLI et al. (2000) para esta
espécie induzida com extrato de hipoéfise de carpa.

Colhido o sémen de cada animal, diluiu-se, a seguir,
em: agua destilada, citrato de sodio diidratada a 3% ou
formol-salina tamponada (CBRA, 1998), na propor¢do de
1:2000 (sémen/solugdo, respectivamente). Para confeccdo
das laminas de cada solug@o ¢ posterior coloragio, adaptou-
se o método proposto por BARTH & OKO (1989). Na
metodologia original recomendada pelos autores, para
o sémen de mamiferos, deve ser utilizada uma placa
aquecedora. Nesse experimento, com peixes, dispensou-
se este procedimento, devido as caracteristicas fisiologicas
dessa espécie animal, sendo feito o esfregaco a temperatura
ambiente e que foi +1°C mais elevada em relag@o a agua dos
aquarios onde os animais estavam alocados.

Para fixar e corar os espermatozoides, utilizou-se sete
combinagdes (Tab. 1). Para os corantes Vermelho Congo e
Williams-modificado utilizou-se a metodologia proposta
pelo CBRA (1998) e para o Rosa Bengala de acordo com
HERMAN et al. (1994). Para este corante ¢ necessario
que os espermatozoides sejam fixados em solucdo formol-
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salina tamponada. Portanto, esse corante ndo foi utilizado
nas demais solugdes fixadoras propostas (dgua destilada ou
citrato de sédio diidratado a 3%).

Tabela 1 - Combinagdo entre solu¢do de fixacdo (formol
salina tamponada, citrato de sodio diidratado
a 3% e 4gua destilada) e corantes (Rosa

Bengala, Vermelho Congo e Williams-

modificado), utilizados no sémen de Piaractus

mesopotamicus

Solug¢des de fixagdo
Citrato
Corantes  Formol salina  de sodio Agua
tamponada  diidratado destilada
a 3%

Rosa Bengala X - -
Vermelho X X X
Congo
Williams
modificado X X X

Para possibilitar a andlise estatistica foram atribuidos
escores com notas pré-estabelecidas de acordo com os
critérios relacionados como importantes por BARTH &
OKO (1989) para avaliar uma lamina com espermatozoides
fixados. Para cada ldmina de cada tratamento analisada
em microscopio de contraste de fase em aumento de 40x,
somou-se 0s escores atribuidos para cada varidveis resposta
de acordo com a formula: ¥ = Alteragdo anatdmica dos
espermatozdides + Aglutinagdo + Eficiéncia do corante +
Sujidade. Os escores seguiram a seguinte pontuagao:

Alteracdo anatomica dos ndo - 3 pontos
espermatozoides e aglutinacio: sim - 0 ponto
Eficiéncia do corante: bom- 3 pontos
regular 1,5 pontos
ruim 0 ponto
Sujidade baixa 1 ponto
suja 0 ponto

Para analise estatistica utilizou-se a metodologia
de modelos lineares generalizado, implementado pelo
PROCGENMOD (SAS, 1992), considerando os erros como
de distribui¢do de Poisson. O modelo proposto para analise
foi:

Yij = p + Ti +aij

Yij = observagdo da lamina (j) que recebeu o

tratamento (i);

| = constante geral;

Ti = efeito do tratamento (i);

aij = erro aleatério associado a observacdo (j) que

recebeu o tratamento (i)

Para obten¢@o das fotos apresentadas no trabalho
utilizou-se um microscopio Zeiss invertido, modelo Axiovert
135, com aumento de 1000 vezes.

Resultados e Discussao

Na tabela 2 estdo relacionadas as médias estimadas
dos escores para cada tratamento. Em laminas preparadas
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com citrato de sodio diidratado a 3% ocorreu uma alteracio
anatomica e aglutinagdo dos espermatozodides, tornando-o
inapropriado para avaliagdo de alteracdes morfologicas destas
células (Fig. la e 2a). Essa constatagdo ¢ reforgada pelas
observagdes das médias estimadas dos escores de 2,1 ¢ 0,87
pontos para (VC) X (CS) e (WM) X (CS), respectivamente,
sendo baixos (P<0,05) em relagdo aos tratamentos com
formol salina tamponada, em que as médias foram de 9,97;
7,35 e 6,83 para os combinagdes (RB X FS), (WM X FS) e
(VC X FS), respectivamente (Tab. 2). A alterag@o anatomica
observada, quando foi utilizado a solucéo de citrato de sddio
diidratado a 3% pode estar relacionada com a diferenca
de osmolaridade entre a solugdo utilizada e a estrutura da
membrana plasmatica do espermatozdide (HERMANN et
al., 1994). Todavia, a solucdo fixadora de citrato de sodio
diidratado a 3% ¢ utilizada, com sucesso, na analise de
morfologia espermdtica de mamiferos (JOBIM et al., 1995;
HORN et al., 1996). Possivelmente, os espermatozdides de
peixes apresentaram menor resisténcia a variagdo osmotica
em relagdo aos de mamiferos (COSSON et al., 1999).

Tabela 2 - Estimativas do pardmetro do modelo, erro
padrdo e as médias estimadas dos escores dos
tratamentos Rosa Bengala X formol salina
tamponada (RB X FS), Vermelho Congo X
formol salina tamponada (VC X FS), Williams
modificado X formol salina tamponada (WM X
FS), Vermelho Congo X é4gua destilada (VC X
Ag), Williams modificado X dgua (WM X Ag),
Vermelho Congo X citrato de sodio diidratado
a 3% (VC X CS) e Williams modificado X
citrato de sédio diidratado a 3% (WM X CS)

ESTIMATIVAS DO 2
TRATAMENTOS PARAMETRO DO ESI\"I/EFI\]/?/IX/]\)SAS
MODELO
RB X FS 1,56+0,13 9,97a
WM X FS 1,25+0,13 7,35b
VC X FS 1,18+0,14 6,83c
VC X Ag 0,12+0,17 2,37d
WM X Ag 0,05+0,18 2,20d
WM X CS 0,00+0,00 2,10d
VC X CS -0,90+0,73 0,87¢

Quanto a aglutinacdo dos espermatozdides causada
pelo citrato de sodio diidratado a 3%, poderia estar
relacionada liberag@o de alguma enzima, devido a destruicio
da cabeca do espermatozdide. Entretanto, é uma suposicio
levantada que poderia ser mais profundamente estuda.

Nos esfregacos preparados com agua destilada ocorreu
um inchaco e aglutinacéo dos espermatozdides (Fig. 1b e 2b).
Os tratamentos em que usou-se a d4gua como agente fixador,
também obtiveram-se médias estimadas de 2,37 e 2,20 pontos
nos tratamentos de WM X Ag e VC X Ag, respectivamente,
em relacdo aos tratamentos com formol salina tamponada
(Tab. 2). A agua destilada foi utilizada como meio fixador
por ser o meio em que os peixes ovuliparos liberam seus
gametas (VAZZOLER, 1996) e, portanto, meio em que os
espermatozdides sdo ativados naturalmente (GINZBURG,
1972). A aglutinagdo dos espermatozoides, utilizando-se
esse fixador, pode estar correlacionada as propriedades
fisico-quimica da dgua e do vidro das laminas que serviram
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de suporte para os esfregagos. A tensdo superficial da agua,
associada a sua estrutura polar, pode ter levado ao quadro de
aglutinacdo, uma vez que a dgua, por possuir cargas positivas
e negativas, adere com forca a qualquer outra superficie
carregada de fons (positivo e negativo) (ARANA, 1997).
A hidratacdo repulsiva e as forcas de atra¢do hidrofobicas
s@o duas forcas de superficies observadas em filmes aquosos
delgados (HANSEN, 1997) o que, portanto pode-se imaginar
ter ocorrido com o sémen fixado em agua destilada.

Problemas como alteragdo anatomica e aglutinagdo
dos espermatozdides ndo foram verificados nos esfregacos;
a solu¢do diluidora foi a formol-salina tamponada, que, foi
considerada o melhor agente no preparo de esfregacos para
estudos de morfologia espermatica de pacu (Fig. Ic; 2c e
3). Porém, as médias estimadas dos escores foram diferentes
(P<0,05) entre os tratamentos em que a solucéo formol salina
tamponada foi o fixador, devido a sujidade e a eficiéncia
de cada corante (Tab. 2). A solugdo fixadora formol-salina
tamponada ou meio de Hancock ¢ usada, com freqiiéncia, por
pesquisadores que estudam morfologia de espermatozdides
de outras espécies animais, como AGUIAR et al. (1996) que
utilizaram, com sucesso, o formol-salina tamponada para
dilui¢do e preparag@o de esfregacos com sémen de bubalinos
e por GALVANI et al. (2000) ao avaliarem espermatozoides
de touros Nelore.

A avaliagdo da morfologia dos espermatozoides em
que se aplicou o corante Vermelho Congo, depois de fixado
em formol salina tamponada, ndo foi eficiente, pois a média
estimada do escore foi a mais baixa (P<0,05) para aqueles
tratamentos em que a solugdo formol salino tamponada
serviu de agente fixador. Na figura 1c pode-se observar que
o corante Vermelho Congo tornaram as células espermaticas
muito escura, impossibilitando uma analise criteriosa. Esta
situagdo ¢ diferente quando se utiliza este corante para
sémen de cdes, como ficou constatado por AGUIAR ef al.
(1994) que obtiveram boa resposta com o uso desse corante
em esfregacos preparados com formol salina tamponada.

STREIT-JR, MORAES, RIBEIRO et al

O método de Williams-modificado, usando
formol salina tamponada como agente fixador, corou os
espermatozdides com melhor qualidade do que o Vermelho
Congo, mas foi inferior ao Rosa Bengala (Fig. 2c). Porém,
apesar de ter corado os espermatozodides relativamente bem,
tem a desvantagem de ser mais demorado do que o Rosa
Bengala. Durante as analises das 1aminas verificou-se maior
quantidade de sujeira nos tratamentos em que o corante
Williams modificado foi o corante. A sujidade encontrada
nos esfregacos corados com William modificado pode estar
relacionada com a pouca eficiéncia da policrilamima-T,
composto presente na metodologia e que se destina a limpar
as laminas durante a coloracdo. A boa qualidade do material
corado e o tempo para corar as células espermaticas sdo pré-
requisitos importantes para escolha da metodologia aplicada
(BARTH & OKO, 1989).

Assim, como inumeros procedimentos usados para
corar laminas, o método de Williams-modificado € utilizado
para outras espécies animais, como HORN ez al. (1996) que
verificaram morfologia espermatica em sémen de bovino.
Nestes trabalhos, os autores usaram solugdo isotdnica de
citrato de sodio formolada como fixador do sémen para
preparar esfregacos. E provavel que a solugdo fixadora do
sémen possa melhorar a agdo de um determinado corante,
mas a solu¢do proposta por HORN ef al. (1996) ndo ¢é
recomendada para fixar sémen de peixes por conter citrato,
substancia que causa injurias aos espermatozdides de pacu,
conforme demonstrado neste trabalho.

Os espermatozdides corados pelo método de Rosa
Bengala, mostraram melhor defini¢do da cor, quando
comparado com o Vermelho Congo e Williams-modificado
(Fig. 3). Esse fato pode ser comprovado quando observou-
se as maiores médias estimadas dos escores (P<0,05)
no tratamento (RB X FS) em relagdo aos outros dois
tratamentos em que usou-se a formol salina tamponada como
fixador (Tab. 2). Os esfregagos corado pelo Rosa Bengala
reuniram melhores qualidades na avaliacdo da morfologia

pelo método Vermelho Congo, fixados em citrato de
sodio diidratado a 3% (a); agua destilada (b) e formol-
salina tamponada (c)

i . = :

o T R e

Figura 3 - Espermatozéides de Piaractus
mesopotamicus, corados pelo
método Rosa Bengala. Note-se
a presenca de espermatozoide

Figura 2 - Espermatozoides de Piaractus mesopotamicus, corados

com alteracdo anatdmica (A)

pelo método Williams-modificado, fixados em citrato de
sodio diidratado a 3% (a); agua destilada (b) e formol-

salina tamponada (c)
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de espermatozodides de peixes, como a reduzida sujidade e
a boa definicdo da cabeca dos espermatozoides. Nao houve
alteracdo anatomica e aglutinacdo dos espermatozoides
devido a utilizagdo da solu¢do de fixagdo formol-salina
tamponada e, a acdo do corante foi eficiente na coloracio
sem agregar sujeiras nas laminas em decorréncia da
metodologia empregada. O corante Rosa Bengala foi usado
por RODRIGUES & RODRIGUES (1998) para analisar a
viabilidade do sémen de c@o, observando boa qualidade das
laminas confeccionadas, resultado igualmente encontrado
por GALVANI et al. (2000) em esfregacos de sémen de touro
Nelore.

Neste estudo, as laminas coradas pelo método Rosa
Bengala enquadraram-se nos requisitos abordados por
BARTH & OKO (1989) em bovinos. Esse método mostrou
ser efetivo nas avaliagdes de esfregacos de sémen de pacus,
quando comparado com Vermelho Congo e ao Williams-
modificado, pois agregou menos sujidade, além de ter corado
com mais eficiéncia.

Conclusiao

O corante Rosa Bengala ¢ um método eficiente de
coloragdo de esfregacos de sémen de pacu (P. mesopotamicus)
diluido em formol salina tamponada.
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