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RESUMO: A avaliagio da qualidade seminal permite estimar a capacidade reprodutiva de cies,
sendo a morfologia espermitica importante para identificar alteracdes que comprometem o potencial
reprodutivo. Este estudo objetivou avaliar diferentes métodos de coloragio da morfologia espermética
canina. Foram utilizados cinco cides machos, sem raca definida, com idades entre um e sete anos,
submetidos a exame androlégico completo. As amostras seminais foram coradas com Panético Rapido,
Giemsa, Azul de Metileno, Rosa Bengala e Vermelho Congo. Avaliaram-se 200 espermatozoides por
animal em cada método, utilizando delineamento em blocos casualizados, considerando cada cio como
bloco. Os dados foram submetidos 8 ANOVA e ao teste de Tukey, com significincia de 5%. Dois cdes
(409%) apresentaram alteragdes cutineas escrotais, sem alteracdes nos demais érgios reprodutivos. O
volume ejaculado variou de 1 a2 3 mL, a motilidade de 209% a 95% e o vigor de 4 a 5. Houve diferengas
significativas entre os métodos (p < 0,05) nos percentuais de espermatozoides normais e de defeitos
maiores, menores e totais, com percentuais de espermatozoides normais entre 46% e 71%, sem padrio
uniforme entre os cdes. O Panético Répido favoreceu a avaliagio da cabega; Giemsa e Vermelho Congo
evidenciaram a peca intermediaria e a cauda; Rosa Bengala permitiu boa visualizagio nuclear; e Azul de
Metileno apresentou menor contraste na cabeca. Conclui-se que a coloragio influencia a visualizagio
espermitica e a identificagio de defeitos morfolégicos em cdes.
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ABSTRACT: Semen quality assessment helps estimate the reproductive capacity of dogs, and sperm
morphology is important for identifying abnormalities that may compromise reproductive potential.
This study aimed to evaluate different staining methods for assessing canine sperm morphology. Five
mixed-breed male dogs, aged one to seven years, underwent complete andrological examinations.
Seminal samples were stained using Panoptic Rapid, Giemsa, Methylene Blue, Rose Bengal, and Congo
Red. Two hundred spermatozoa per animal were evaluated for each staining method, using a
randomized block design, with each dog considered a block. Data were subjected to analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s test, with a significance level of 500. Two dogs (409%) presented scrotal skin
abnormalities, with no changes in the other reproductive organs. Ejaculate volume ranged from 1 to 3
mL, motility from 20% to 95%, and vigor scores from 4 to 5. Significant differences among staining
methods (p < 0.05) were observed in the percentages of normal spermatozoa and major, minor, and total
defects. The percentage of normal spermatozoa ranged from 46% to 71%, with no consistent pattern
among dogs. Panoptic Rapid staining enhanced head shape assessment; Giemsa and Congo Red
highlighted the midpiece and tail; Rose Bengal provided good visualization of the nucleus; and
Methylene Blue showed lower contrast in the head region. It is concluded that staining methods
influence the visualization of sperm structures and the identification of morphological defects in dogs.

Keywords: Stains. Semen. Canine.

RESUMEN: La evaluacién de la calidad seminal permite estimar la capacidad reproductiva de los perros,
y la morfologia espermaitica es importante para identificar alteraciones que puedan comprometer el
potencial reproductivo. Este estudio tuvo como objetivo evaluar diferentes métodos de tincién para el
anélisis de la morfologia espermitica canina. Se utilizaron cinco perros machos mestizos, de uno a siete
afios, sometidos a un examen androlégico completo. Las muestras seminales se tifieron con Pandtico
Répido, Giemsa, Azul de Metileno, Rosa de Bengala y Rojo Congo. Se evaluaron 200 espermatozoides
por animal para cada método, mediante un disefio de bloques al azar, considerando cada perro como
bloque. Los datos se sometieron a anélisis de varianza (ANOVA) y a la prueba de Tukey, con un nivel
de significacién del 5 9. Dos perros (40 o) presentaron alteraciones cutdneas escrotales, sin cambios en
los demés 6rganos reproductivos. El volumen del eyaculado varié de 1 a 3 mL, la motilidad del 20 o6 al
95 % y el vigor de 4 a 5. Se observaron diferencias significativas entre los métodos (p < 0,05) en los
porcentajes de espermatozoides normales y de defectos mayores, menores y totales. El porcentaje de
espermatozoides normales oscilé entre el 46 % y el 71 %, sin un patrén uniforme entre los perros. El
Panédtico Rédpido favorecié la evaluacién de la cabeza; Giemsa y Rojo Congo destacaron la pieza
intermedia y la cola; Rosa de Bengala permitié una buena visualizacién del ntcleo; y Azul de Metileno
presenté menor contraste en la cabeza. Se concluye que el método de tincién influye en la visualizacién
de las estructuras espermaiticas y en la identificacién de defectos morfoldgicos en perros.

Palabras clave: Tinciones. Semen. Canino.
1 INTRODUCAO

O interesse pelas diferentes racas caninas e por suas caracteristicas fenotipicas e
genéticas tem estimulado a busca pela preservagio de animais com elevado valor genético e
zootécnico, adequados aos mais diversos estilos de vida e objetivos de criagdo (Ostrander et al.,
2017; Verbeek et al., 2024).

A reproducio canina tem ganhado relevincia tanto na pesquisa cientifica quanto na
prética clinica, tornando necesséria a utilizacdo de métodos diagndsticos capazes de avaliar a

capacidade reprodutiva dos machos e identificar altera¢des que possam comprometer a
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fertilidade (Arlt et al., 2023; Domrazek et al., 2024; Donato et al., 2026). A selecio de cies
destinados 4 reproducio depende da avaliagio da producio e da qualidade do sémen, e 0 exame
androlégico é essencial para identificar alteragdes reprodutivas e auxiliar na escolha de
reprodutores, inclusive apés enfermidades ou tratamentos medicamentosos (Apparicio;
Vicente, 2015; Mothé et al., 2024; Brito; Silva; Kolster, 2025).

Entre os parimetros utilizados na avaliagdo seminal, a anilise morfolégica dos
espermatozoides destaca-se por permitir avaliar a integridade estrutural das células e identificar
alteracdes relacionadas i espermatogénese, & maturacdo e ao transporte espermdtico. Dessa
forma, essa anilise fornece informagdes relevantes sobre a qualidade seminal e o potencial
reprodutivo dos cies (Dahlbom et al., 1997; CBRA, 2013; Kolster, 2018; Tesi et al., 2018;
Wysokinska, 2022; Costa et al., 2025).

Além dos parimetros seminais, a avaliagio androlégica deve considerar as caracteristicas
individuais e as condi¢Ses clinicas do animal, uma vez que esses fatores auxiliam na
interpretacdo dos resultados e na identificagdo de possiveis alteracdes reprodutivas ( Silva et al.,
2025). A avaliagdo da qualidade seminal em cdes deve considerar fatores individuais e clinicos
que podem influenciar os parimetros reprodutivos. O volume do ejaculado, por exemplo, est
relacionado 4 composi¢io das diferentes fragdes seminais e & quantidade de fluido prostatico
coletado, nio representando isoladamente um indicador da qualidade espermatica. Além disso,
caracteristicas como idade e porte corporal podem estar associadas a variagdes em determinados
paridmetros seminais, reforcando a importincia de interpretar os resultados de forma integrada.
O exame clinico do sistema reprodutor também deve considerar a integridade da regido genital
e as condicdes testiculares, incluindo a termorregulacdo, dada sua relevincia para a funcio
reprodutiva ( Trenti et al., 2011; Souza et al., 2023; Jasmim et al., 2024).

Na espécie canina, os defeitos morfolégicos podem comprometer a fertilidade e sio
classificados em maiores e menores, conforme suas caracteristicas e seu potencial impacto
reprodutivo. Entre as alteracdes observadas, destacam-se os defeitos de cabeca, como formatos
anormais e presenca de vactolos, além de alteracdes na peca intermediiria e na cauda. A
identificacdo e a classificacdo dessas anormalidades sdo fundamentais para a interpretagio da
qualidade seminal e para a estimativa do potencial da fertilidade dos animais (Monteiro et al.,
2020; Brito; Silva; Kolster, 2025; Urli et al., 2025).

A qualidade seminal dos cdes estd relacionada a diferentes fatores fisiolégicos e

individuais, entre os quais se destacam a idade e a raga, que podem influenciar as caracteristicas
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morfoldgicas e morfométricas dos espermatozoides. Essas caracteristicas constituem aspectos
importantes na avaliacido da funcio reprodutiva dos machos, pois contribuem para a
compreensio da qualidade espermitica e da variabilidade observada entre os animais (Soler et
al., 2017; Bhanmeechao et al., 2018; Tesi et al., 2018; Cavalcanti et al., 2020; Christensen; Meyers,
2023).

Para a identificacdo adequada dessas alteracdes, as técnicas de coloracdo seminal sio
indispensdveis, pois aumentam o contraste entre as estruturas celulares e facilitam a
visualizagdo microscépica dos espermatozoides (Silva et al., 2008; CBRA, 2013; Mazzuchini;
Novello; Segabinazzi, 2024). A escolha do corante pode influenciar a observagio de estruturas
como cabega, acrossomo, peca intermedidria e cauda, contribuindo para a identificagio de
alteragdes morfolégicas e morfométricas (Cebi Sen et al., 2016; Andrade, 2023; Souza et al., 2023;
Jasmim et al., 2024; Costa et al., 2025).

As técnicas de coloracio empregadas na avaliagio morfolégica dos espermatozoides
diferem quanto aos seus principios tintoriais, 4 afinidade pelos componentes celulares e a
capacidade de evidenciar estruturas especificas. Essas diferencas podem modificar o contraste
entre as estruturas espermaticas, como a cabega, o acrossomo, a peca intermediaria e a cauda,
interferindo na identificagio de alteracées morfolégicas e na mensuragio das dimensdes
celulares (Root Kustritz et al., 1998; Czubaszek et al., 2019; Surmacz et al., 2022).

Determinados métodos podem favorecer a visualizacio de algumas estruturas, mas
apresentar limitacdes na diferenciagio de outras, dificultando a identificagdo de defeitos
especificos. Dessa forma, o tipo de corante constitui um fator relevante para a confiabilidade da
anélise morfolégica, uma vez que a qualidade da visualizacio depende tanto das caracteristicas
do método empregado quanto do preparo da amostra e da técnica de avaliagdo (Cebi Sen et al.,
2016; Surmacz et al., 2022).

Por outro lado, uma coloragio inadequada pode gerar artefatos, dificultar a observagio
de estruturas celulares finas ou até mesmo mascarar defeitos importantes, comprometendo a
acuracia da avaliacio (Surmacz et al., 2022). Portanto, a selecio de uma técnica de coloracio
apropriada nio apenas aumenta a qualidade da visualizacdo das estruturas espermdticas, mas
também é essencial para a obtencdo de resultados mais precisos e reprodutiveis. Resultados
confidveis sio fundamentais para decisdes clinicas relacionadas ao diagnéstico de alteragdes
reprodutivas, 3 sele¢do criteriosa de reprodutores e ao manejo de animais utilizados em

programas de reprodugio assistida (Brito; Silva; Kolster, 2025).
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O objetivo deste estudo visa comparar métodos de coloragio na avaliagio da morfologia

espermitica de cdes.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado com cinco cies machos, sem raca definida, com idades entre
um a sete anos, provenientes da Clinica Escola do curso de Medicina Veteriniria da
Universidade Iguagu, Campus I - UNIG. O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UNIG, sob o protocolo PEBIO/UNIG N® 12/2024.

Os cdes selecionados foram registrados em fichas individuais contendo histérico
reprodutivo e geral, anamnese, avaliacdo fisica, inspe¢do e palpacio do sistema reprodutor e
espermograma.

Todos os cides foram submetidos a exame androlégico completo. A bolsa escrotal foi
avaliada quanto ao tamanho, 4 forma e 4 presenca de alteracdes. Por meio de inspecio e palpacio,
os testiculos foram avaliados quanto 4 presenca na bolsa escrotal, 4 mobilidade e & consisténcia.
Os epididimos foram avaliados quanto ao tamanho e 4 conformacgio, e o prepticio e o pénis,
quanto a morfologia e 4 presenca de secrecdes.

A colheita de sémen foi realizada pelo método de manipulacio digital do prepticio e do
pénis, com o animal em estacdo e na presenca de uma fémea em estro. O sémen foi colhido em
trés funis acoplados a tubos coletores graduados, sendo fracionado em: primeira fracio, aquosa;
segunda fragdo, rica em espermatozoides; e terceira fracdo, de origem prostitica. Somente a
segunda fragdo foi utilizada para as avaliagdes macroscédpica e microscédpica imediatas.

A avaliagio microscépica do sémen compreendeu motilidade, vigor e morfologia
espermatica, realizadas em microscépio dptico por avaliagio subjetiva. Para motilidade e vigor,
uma gota de sémen foi depositada entre l4mina e laminula previamente limpas e aquecidas a
aproximadamente 37 °C e examinada em aumento de 4o0x.

A motilidade progressiva foi estimada em porcentagem (o a 100%), considerando a
propor¢io de espermatozoides com movimentagio progressiva no campo microscépico, sendo
considerada normal a motilidade superior a 60,00%. O vigor foi classificado em escala de o a s,
sendo considerado normal o vigor superior a 3 (CBRA, 2013).

Para a anélise morfoldgica espermaitica, foi confeccionado um esfregaco em limina para
cada corante, corado por Panético Rdpido, Giemsa, Azul de Metileno, Vermelho Congo e Rosa

Bengala.
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A coloragio por Panético Répido foi realizada apds a confeccdo e secagem dos esfregacos,
sendo as ldminas submetidas a 30 imersdes na solugdo fixadora, 15 imersdes na solucdo de eosina
e 15 imersdes na solucdo de Azul de metileno. Em seguida, foram lavadas rapidamente em 4dgua
corrente e deixadas para secar ao ar. Para a coloragio por Giemsa, os esfregacos foram fixados
em metanol absoluto por 10 minutos e, posteriormente, submetidos  solucdo diluida de Giemsa
por 20 a 30 minutos. Apds esse periodo, as liminas foram lavadas com dgua destilada e deixadas
para secar ao ar.

Na coloracdo por Azul de Metileno, as liminas foram fixadas em solucio de citrato de
sédio e formalina por 5 minutos e, em seguida, imersas na solu¢io de Azul de Metileno por 1
minuto. Posteriormente, foram lavadas em 4gua corrente e deixadas para secar ao ar. Para a
coloracdo por Vermelho Congo, os esfregacos foram fixados em metanol absoluto por 20
minutos e, posteriormente, corados com soluc¢io de vermelho Congo por 5 minutos. Em seguida,
as liminas foram submetidas 4 solucio de violeta de genciana por 1 minuto, lavadas
delicadamente e deixadas para secar ao ar. Por fim, na coloragio por Rosa Bengala, as liminas
foram fixadas em solugdo de citrato de sédio e formalina a 37% por 5 minutos e, posteriormente,
imersas na solucio de Rosa Bengala por 1 minuto. Apds a coloragio, foram lavadas
delicadamente em 4gua corrente e deixadas para secar ao ar.

Foram avaliados 200 espermatozoides por limina de cada animal, em microscépio éptico,
em objetiva de imersio (100x). As alteracdes morfolégicas dos espermatozoides foram
classificadas em duas categorias: defeitos maiores, considerados mais graves, e defeitos
menores, considerados menos graves. As altera¢des da morfologia espermitica foram
classificadas em defeitos maiores, incluindo alteracées de cabeca, acrossomo e peca
intermediéria, gota protoplasmatica proximal e cauda fortemente enrolada; e defeitos menores,
incluindo gota protoplasmaitica distal, cauda dobrada ou enrolada, cabeca isolada normal e
cabeca gigante, curta, larga ou delgada. Apds a contagem, os defeitos foram expressos em
percentual. Considerou-se dentro da normalidade o sémen com percentual igual ou superior a
70,0% de espermatozoides morfologicamente normais, com mdiximo de 10,00 de defeitos
maiores e 20,0% de defeitos menores (CBRA, 2013).

Posteriormente, os dados do histdrico, do exame clinico e do espermograma foram
associados para a avaliagdo androlégica dos animais. Complementarmente, a morfologia

espermatica foi avaliada pelos diferentes métodos de coloragio, a fim de comparar sua eficiéncia
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na visualizagio das estruturas espermdticas e na identificacio e classificacio dos defeitos
morfolégicos.

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, no qual cada
animal constituiu um bloco (seu préprio controle), e as amostras de cada cdo foram avaliadas
por todos os métodos de coloracdo. Para controlar a variagdo biolégica e ambiental, como raca e
idade, além de nutricio e sanidade, estes fatores foram integrados ao modelo experimental,
isolando o efeito fixo do método analitico.

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos aos testes estatisticos de Shapiro-Wilk
e de Levene para verificacdo da normalidade dos residuos e da homogeneidade das variincias,
respectivamente. As diferencas entre as médias dos métodos de coloracio foram testadas por
ANOVA, com graus de liberdade estimados pela aproximacio de Satterthwaite. Quando houve

efeito significativo (p < 0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cinco cdes avaliados apresentaram peso corporal entre 4,7 e 40,0 kg, e dois deles
(40,000) apresentaram alteragdes cutineas na bolsa escrotal, incluindo cicatrizes, feridas e
descamacdo. Essas alteragdes merecem alteragdes merece atencdo durante o exame clinico,
considerando a suscetibilidade da pele escrotal & dermatite de contato, estando de acordo com
Trenti et al. (2011) que ao investigarem 13 cdes com suspeita de dermatite escrotal de contato,
identificaram possiveis agentes desencadeantes, como detergentes, dgua sanitiria, cimento,
produtos para lavagem de roupas e tecidos plésticos, reforcando a importincia de investigar
possiveis exposi¢cdes ambientais na avaliacdo dessas lesdes. Embora os achados do presente
estudo sejam compativeis com as alteragdes cutineas escrotais descritas na literatura, nio é
possivel estabelecer uma relagdo causal com dermatite de contato, uma vez que nio foram
realizados testes diagndsticos especificos.

Nos demais animais (60,0%), a bolsa escrotal ndo apresentou alteragdes. Os testiculos
estavam presentes na bolsa escrotal em todos os cies, com mobilidade variando de reduzida a
aumentada e consisténcia de normal a dura. Os epididimos estavam presentes em todos os
animais, com varia¢do de tamanho e consisténcia de normal a dura. O prepicio apresentou
aspecto normal, e o pénis n3o apresentou alteragdes clinicas relevantes nos cdes avaliados. Esses

achados reforcam a importincia da avaliagio clinica dos 6rgios reprodutores, de acordo com
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Souza et al. (2024), que ressaltam a relevancia da analise dos parimetros testiculares e seminais
para a investigacdo da fertilidade em cies.

O volume do ejaculado variou de 1 a 3 mL entre os animais avaliados, resultado
compativel com os achados de Domrazek et al. (2024), que, ao avaliarem 63 cies, observaram
volume seminal mediano de 2,5 mL, com variagio de 0,4 a 5,0 mL. Os autores também
identificaram correlacdo positiva entre o volume do ejaculado e o peso corporal dos animais,
indicando que caracteristicas individuais, como o porte corporal, podem influenciar esse
pardmetro seminal. Quanto aos parimetros espermiticos, a motilidade apresentou ampla
variacdo entre os animais, de 20 a 95%, enquanto o vigor variou de 4 a 5. Essa variagdo estd
relacionada as diferencas individuais entre os animais e reforca a importincia da avaliacdo
conjunta dos parimetros seminais durante o exame androlégico, como destacado por Cavalcanti
et al. (2020) e Christensen e Meyers (2023).

Os resultados do cio 1 (Tabela 1), apresentaram uma diferenca significativa entre os
métodos de coloragio para todas as caracteristicas avaliadas. Para espermatozoides normais, os
maiores percentuais (p<o,05) foram observados com Azul de Metileno (63,50) e Vermelho
Congo (58,5%), que ndo diferiram significativamente entre si (p>o,o'5) enquanto os menores
valores foram registrados para Panético Répido (50,500), Rosa Bengala (54,000) e Giemsa
(56,5%), onde nio foram observadas diferengas significativas entre eles (p>0,05). Quanto aos
defeitos menores, Giemsa (28,500) e Vermelho Congo (29,5%) apresentaram os maiores
percentuais, diferindo dos demais métodos (p<0,05), que apresentaram valores entre 19,00 e
25,0%. Para defeitos maiores, os maiores percentuais foram observados com Rosa Bengala
(27,0%) e Panético Répido (24,5%), enquanto Giemsa, Azul de Metileno e Vermelho Congo
apresentaram menores valores. Em relagio ao total de defeitos, Panético Répido (49,5%),
Vermelho Congo (41,50), Rosa Bengala (46,000) e Giemsa (43,5%) apresentaram os maiores
percentuais, nio diferiram entre si (p>0,05), enquanto Azul de Metileno apresentou o menor
valor (36,5%). Os métodos de coloragdo na avaliagio espermitica influenciam na observagio e
a interpretacdo das estruturas celulares de acordo com os autores Surmacz et al. (2022) que
descreveram que os diferentes métodos de coloragio influenciam as dimensées morfométricas
dos espermatozoides provenientes do epididimo de cies, evidenciando que a técnica empregada

pode interferir nas caracteristicas celulares observadas ao microscépio.
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Tabela 1 - Percentual de espermatozoides normais e com defeitos morfolégicos no cio 1, de acordo com
o método de coloragdo

Cior SPTZ Normais Defeitos Menores Defeitos Maiores Total de defeitos
Panético Répido 50,5% 25,0% 24,5% 49,5%
Giemsa 56,5% 28,5% 15,0% 43,5%
Azul de Metileno 63,5% 25,0% 11,5% 36,5%
Rosa Bengala 54,0% 19,0% 27,0% 46,0%
Vermelho Congo 58,5% 29,5% 12,0% 41,5%
CV % 5,21 8,14 7,56 5,18

Nota. CV - coeficiente de variacdo. Dados seguidos de letras diferentes na mesma coluna diferiram
significativamente (p<o,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2026.

Os resultados referentes ao cdo 2 (Tabela 2), evidencia diferencas significativas entre os
métodos de coloragio para todas as caracteristicas avaliadas. Para espermatozoides normais, os
maiores percentuais foram observados com Giemsa (61,5%) e Rosa Bengala (60,00), sem
diferenca significativa entre si (p > 0,05), mas superiores aos valores obtidos com Panético
Répido (55,000), Azul de Metileno (54,0%) e Vermelho Congo (52,5%), que também nio
diferiram significativamente entre si (p > 0,05). Essas variagdes estdo relacionadas com a técnica
de coloragdo na visualizacdo e identificagio das estruturas espermdticas, em concordincia com
Root Kustritz et al. (1998), no qual descreve que a propor¢io de espermatozoides caninos
classificados como morfologicamente normais pode variar conforme o método de coloragio
empregado. Em relacdo aos defeitos menores, o maior percentual foi observado com Vermelho
Congo (38,0%), seguido por Panético Ripido (34,0%), Azul de Metileno (32,0%) e Giemsa
(31,0%), que ndo diferiram significativamente entre si (p > 0,05). O menor percentual foi
registrado com Rosa Bengala (26,5%), que diferiu significativamente dos demais métodos (p <
0,05). Para defeitos maiores, Azul de Metileno (14,09%), Rosa Bengala (13,5%) e Panético R4pido
(11,000) apresentaram os maiores percentuais, sem diferencas significativas entre si (p > 0,05).
Em contrapartida, Giemsa (7,5%) e Vermelho Congo (9,5%) apresentaram os menores valores,
também sem diferenca significativa entre si (p > 0,05), mas diferindo significativamente dos
métodos com maiores percentuais (p < 0,05). Em relacio ao total de defeitos, os maiores
percentuais foram observados com Vermelho Congo (47,5%), Azul de Metileno (46,00%) e
Panético Répido (45,0%), que ndo diferiram significativamente entre si (p > 0,05), enquanto,
Giemsa (38,50) e Rosa Bengala (40,00%) apresentaram os menores percentuais, sem diferenca

significativa entre si (p > 0,05), mas diferindo significativamente dos demais métodos (p < 0,05).
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Tabela 2 - Percentual de espermatozoides normais e com defeitos morfolégicos no céo 2, de acordo
com o método de coloracio

Cio2 Normais Defeitos Menores Defeitos Maiores Total de defeitos
Panético Répido 55,0% 34,0% 11,0% 45,0%
Giemsa 61,5% 31,0% 7,5% 38,5%
Azul de Metileno 54,0% 32,0% 14,0% 46,0%
Rosa Bengala 60,0% 26,5% 13,5% 40,0%
Vermelho Congo 52,5% 38,0% 9,5% 47,5%
CV % 6,88 4,84 5,64 5,31

Nota. CV - coeficiente de variacdo. Dados seguidos de letras diferentes na mesma coluna diferiram
significativamente (p<o,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2026.

Os resultados obtidos para o cdo 3 (Tabela 3), demonstram diferencas significativas entre
os métodos de coloracdo para as caracteristicas avaliadas. Para espermatozoides normais, o
maior percentual foi observado com Giemsa (64,00), que diferiu significativamente dos
métodos Panédtico Répido (60,5%), Azul de Metileno (56,5%) e Rosa Bengala (60,09%), os quais
nio diferiram significativamente entre si (p > 0,05). Vermelho Congo apresentou o menor
percentual (46,09%), diferindo significativamente dos demais métodos (p < 0,05). Quanto aos
defeitos menores, Panético Répido (29,5%) e Azul de Metileno (26,5%) apresentaram os
menores valores, sem diferenca significativa entre si (p > 0,05), enquanto Giemsa (31,0%), Rosa
Bengala (31,500) e Vermelho Congo (38,0%) apresentaram valores superiores, sem diferenga
significativa entre si (p > 0,05). Em relacdo aos defeitos maiores, os maiores percentuais foram
observados com Azul de Metileno (17,000) e Vermelho Congo (16,0%), que nio diferiram
significativamente entre si (p > 0,05), e os menores com Giemsa (5,0%) e Rosa Bengala (8,5%)
apresentaram os menores valores, também sem diferenca significativa entre si (p > 0,05),
enquanto Panético Répido (10,0%0) ndo diferiu significativamente dos grupos identificados pelas
letras a e b. Para o total de defeitos, Vermelho Congo apresentou o maior percentual (54,0%),
diferindo significativamente dos demais métodos (p < 0,05), enquanto Panético Rapido (39,5%),
Giemsa (36,00%), Azul de Metileno (43,500) e Rosa Bengala (40,0%) nio diferiram
significativamente entre si (p > 0,05). Esses resultados estio de acordo com o estudo de
Czubaszek et al. (2019), que demonstrou que diferentes técnicas de coloragio podem influenciar
os parimetros morfométricos dos espermatozoides. Os autores ressaltam a importincia de
considerar os reagentes utilizados e os procedimentos de fixacdo e coloracio, uma vez que
podem interferir nas dimensdes e na visualizagio das estruturas espermaticas, influenciando a

interpretacdo dos resultados morfolégicos.
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Tabela 3 - Percentual de espermatozoides normais e com defeitos morfolégicos no cio 3, de acordo
com o método de coloracio

Cio s Normais Defeitos Menores Defeitos Maiores Total de defeitos
Panético Répido 60,5% 29,5% 10,0% 39,5%
Giemsa 64,0% 31,0% 5,0% 36,0%
Azul de Metileno 56,5% 26,5% 17,0% 43,5%
Rosa Bengala 60,0% 31,5% 8,5% 40,0%
Vermelho Congo 46,0% 38,0% 16,0% 54,0%
CV % 9,14 7,10 6,24 4,34

Nota. CV - coeficiente de variacdo. Dados seguidos de letras diferentes na mesma coluna diferiram
significativamente (p<o,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2026.

Os resultados referentes ao cdo 4 (Tabela 4), foram observadas diferengas significativas
entre os métodos de coloragio para as caracteristicas avaliadas. Para espermatozoides normais,
o maior percentual foi observado com Azul de Metileno (71,000), diferindo significativamente
dos demais métodos (p < 0,05). Vermelho Congo apresentou o menor percentual (51,0%), ambos
diferindo dos demais métodos (p < 0,05). Em relacdo aos defeitos menores, Vermelho Congo
(37,5%) e Panético Répido (32,0%) apresentaram os maiores percentuais, sem diferenga
significativa entre si (p > 0,05), mas diferindo dos demais métodos (p < 0,05). Giemsa (22,5%) e
Rosa Bengala (23,5%) também nio diferiram significativamente entre si (p > 0,05), enquanto
Azul de Metileno apresentou o menor percentual (12,0%), diferindo significativamente dos
demais métodos (p < 0,05). Para defeitos maiores, Azul de Metileno apresentou o maior
percentual (17,00), diferindo significativamente dos demais métodos (p < 0,05), enquanto
Panético Rapido (8,000), Giemsa (11,0%), Rosa Bengala (11,500) e Vermelho Congo (11,5%) ndo
diferiram significativamente entre si (p > 0,05). Quanto ao total de defeitos, Vermelho Congo
apresentou o maior percentual (49,0%), diferindo significativamente dos demais métodos (p <
0,05). Giemsa (33,5%) e Azul de Metileno (29,00) apresentaram os menores percentuais, sem
diferenca significativa entre si (p > 0,05), enquanto Rosa Bengala (35,0%) e Panético Répido
(40,0%) apresentaram valores intermediérios, diferindo dos demais métodos (p < 0,05). Esses
achados estio compativeis com Klumb, Wehrend e Farshad (2026), no qual verificaram
diferencas entre técnicas de coloracdo na prevaléncia de anormalidades morfolégicas em sémen
canino e atribuiram tais varia¢des ndo apenas a fatores bioldgicos, mas também as propriedades

especificas de visualizagio e a susceptibilidade de cada método a formacgido de artefatos.
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Tabela 4 - Percentual de espermatozoides normais e com defeitos morfolégicos no cio 4, de acordo
com o método de coloracio

Cido 4 Normais Defeitos Menores Defeitos Maiores Total de defeitos
Panético Répido 60,0% 32,0% 8,0% 40,0%
Giemsa 66,5% 22,5% 11,0% 33,5%
Azul de Metileno 71,0% 12,0% 17,0% 29,0%
Rosa Bengala 65,0% 23,5% 11,5% 35,0%
Vermelho Congo 51,0% 37,5% 11,5% 49,0%
CV % 6,02 6,35 7,65 8,66

Nota. CV - coeficiente de variacdo. Dados seguidos de letras diferentes na mesma coluna diferiram
significativamente (p<o,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2026.

Os resultados obtidos para o cio 5 (Tabela 5) foram, Giemsa (68,0%) e Rosa Bengala
(70,0%) apresentaram os maiores percentuais de espermatozoides normais, sem diferenca entre
si (p » 0,05), mas diferindo do Panético Ripido (60,000), do Azul de Metileno (62,5%) e do
vermelho Congo (60,5%), que também nio diferiram entre si (p > 0,05). Em relagdo aos defeitos
menores, Panético Rapido (27,0%) e vermelho Congo (28,0%) apresentaram os maiores
percentuais, sem diferenca entre si (p > 0,05), mas diferindo de Giemsa (24,0%), Azul de
Metileno (24,0%) e Rosa Bengala (24,5%), que também nio diferiram entre si (p > 0,05). Quanto
aos defeitos maiores, Panético Rapido (13,0%), Azul de Metileno (13,5%) e Vermelho Congo
(11,5%) apresentaram os maiores percentuais, sem diferenca entre si (p > 0,05), diferindo de
Giemsa (8,0%) e Rosa Bengala (5,5%), que também nio diferiram entre si (p > 0,05). Em relagdo
ao total de defeitos, Panético Répido (40,0%), Azul de Metileno (37,500) e Vermelho Congo
(39,5%) apresentaram os maiores percentuais, sem diferenca entre si (p > 0,05), enquanto Giemsa
(32,0%) e Rosa Bengala (30,0%) apresentaram os menores, também sem diferenca entre si (p >
0,05), diferindo dos demais métodos (p < 0,05). Os resultados obtidos estio de acordo com Cebi
Sen et al. (2016), ao compararem diferentes métodos de avaliagio da morfologia de
espermatozoides epididimaérios de cdes, observaram diferencas nos percentuais de alteragdes
morfoldgicas identificadas entre as técnicas utilizadas, evidenciando que o método empregado

pode influenciar os resultados da anilise.

Tabela 5 — Percentual de espermatozoides normais e com defeitos morfolégicos no cio 5, de acordo
com o método de coloragio

Cios Normais Defeitos Menores Defeitos Maiores Total de defeitos
Panético Répido 60,0% 27,0% 13,0% 40,0%
Giemsa 68,0% 24,0% 8,0% 32,0%
Azul de Metileno 62,5% 24,0% 13,5% 37,5%
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Cios Normais Defeitos Menores Defeitos Maiores Total de defeitos
Rosa Bengala 70,0% 24,5% 5,5% 30,0%
Vermelho Congo 60,5% 28,0% 11,5% 39,5%
CV % 4,58 6,25 4,92 7,62

Nota, CV - coeficiente de variacdo. Dados seguidos de letras diferentes na mesma coluna diferiram
significativamente (p<o,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2026.

Os resultados demostram que o método de coloragio pode influenciar a classificagdo
morfoldgica dos espermatozoides com diferencas significativas entre alguns métodos pelo teste
de Tukey (p < 0,05), conforme descrito por Cebi Sen et al. (2016), Surmacz et al. (2022), Andrade
(2023), Jasmim et al. (2024), Mazzuchini, Novello e Segabinazzi (2024) e Costa et al. (2025), no
qual verificaram que essa influéncia esta relacionada as caracteristicas de cada corante e a forma
como as estruturas esperméticas sdo evidenciadas durante a anilise microscdpica, podendo
resultar em diferencas na classificagdo dos defeitos. O Azul de Metileno apresentou maior
percentual de espermatozoides normais e menor percentual de defeitos totais nos cies 1 e 4,
enquanto o Vermelho Congo apresentou os maiores percentuais de defeitos totais nos cdes 3 e
4. No entanto, os resultados variaram entre os animais, indicando que o comportamento dos
métodos de coloragio nio foi o mesmo para todos os cdes avaliados.

As diferencas observadas entre os cdes podem estar relacionadas no somente ao método
de coloracdo, mas também as caracteristicas individuais dos animais. No presente estudo, os
cdes apresentavam idades entre 1 e 7 anos, faixa etdria que deve ser considerada na interpretacio
dos resultados, uma vez que fatores individuais contribuem para a variabilidade da qualidade
seminal. Os resultados obtidos neste estudo foram semelhantes aos descritos por Bhanmeechao
et al. (2018) e Tesi et al. (2018), que observaram maior propor¢io de espermatozoides
morfologicamente normais em cies jovens, enquanto animais mais velhos apresentaram maior
ocorréncia de determinados defeitos esperméticos. Além da idade, caracteristicas como raga,
porte e manejo reprodutivo também podem contribuir para as diferencas observadas entre os
animais. Neste contexto, Soler et al. (2017) identificaram diferencas na morfometria
espermitica entre racgas, ressaltando a importincia de considerar as caracteristicas individuais
na avaliagio seminal.

Quanto aos tipos de alteracdes morfolégicas, entre os defeitos maiores foram
identificadas alteracGes na cabega, na peca intermediaria e na cauda, com destaque para formas
piriformes, contorno anormal, defeitos de peca intermediéria e caudas fortemente enroladas.

Quanto aos defeitos menores, foram observados a predominincia de cauda dobrada ou enrolada
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e alteracdes no formato e no tamanho da cabeca. Os dados observados nesta pesquisa foram
descritos por Jasmim et al. (2024) que obteve alteracdes de defeitos maiores e menores
semelhantes.

A coloragio pelo método Panético Ripido (Figura 1) proporcionou visualizacdo
satisfatéria das estruturas dos espermatozoides caninos, permitindo a identificacdo da cabeca,
da peca intermedidria e da cauda, com destaque para a defini¢io da regido da cabeca e da cauda,
estando de acordo com Root Kustritz et al. (1998) e Jasmim et al. (2024). Os autores descrevem
a importincia e qualidade do uso do Panético Répido na identificacio de alteracdes

morfolégicas.

Figura 1 - Espermatozoides corados com Panético Rapido. (A) seta vermelha: cauda dobrada;j seta
verde: subdesenvolvido. Microscopia éptica, aumento de 4ox. (B) seta vermelha: cauda dobrada;j seta
preta: contorno anormal; seta azul: piriforme. Microscopia éptica, objetiva de imersio de 100x

.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

A coloragio pelo método de Giemsa (Figura 2) permitiu uma visualizagdo razodvel das
estruturas espermaticas, embora tenha apresentado limitacées na delimitagio dos contornos da
cabecga. A peca intermediéria apresentou coloragio ligeiramente mais intensa, favorecendo sua
identificagdo, concordando com Dahlbom et al. (1997), que ao avaliarem a morfometria da
cabeca de espermatozoides caninos por meio de esfregacos corados com Giemsa e anilise
computadorizada de imagens, observaram variacGes nas dimensdes e no formato das cabegas
espermiticas, incluindo cabecas pequenas, estreitas, irregulares e gigantes. Dessa forma, as
caracteristicas de coloracdo observadas podem influenciar o contraste entre as diferentes
estruturas e, consequentemente, a facilidade de identificagio de determinadas alteracdes

morfoldgicas.
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Figura 2 — Espermatozoides corados com Giemsa. (A) seta preta: contorno anormal; seta amarela: cauda
fortemente enrolada. Microscopia éptica, aumento de 4ox. (B) seta azul: piriforme. Microscopia éptica, objetiva
de imersdo de 100x

[2] ’

Fonte: Arquivo pessoal, 2026.

O Azul de Metileno (Figura 3) proporcionou menor contraste na regido da cabega
espermaitica, dificultando a identificagio de alteracdes morfoldgicas, especialmente as
relacionadas ao acrossomo. De modo geral, observou-se uma coloragio clara e relativamente
uniforme dos espermatozoides, com maior evidéncia da peca intermediaria, favorecendo sua
identificacdo. Assim, embora tenha permitido avaliar o contorno geral dos espermatozoides,
sua menor capacidade de evidenciar detalhes estruturais pode limitar a analise morfolégica mais
detalhada. Esses resultados estdo de acordo com Surmacz et al. (2022), que destacam a influéncia
da técnica de coloracio na identificacdo e classificagio dos defeitos morfolégicos em
espermatozoides caninos, refor¢ando que o contraste proporcionado pelo corante pode interferir
na visualizagio de determinadas estruturas.

Figura 3 - Espermatozoides corados com Azul de Metileno. (A) seta verde: Subdesenvolvido; seta rosa: defeito
de peca intermedidria; seta vermelha: cauda dobrada. Microscopia éptica, aumento de 4ox. (B) seta preta:

contorno anormal; seta amarela: cauda fortemente enrolada; seta branca: Normal. Microscopia éptica, objetiva de
imersio de 100x

= ';\;t ; '31; T o L3

Fonte: Arquivo pessoal, 2026.
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O Vermelho Congo (Figura 4) apresentou boa afinidade pelas estruturas espermaticas,
permitindo a visualizagio satisfatéria da pega intermediaria e da cauda. Entretanto, a coloragdo
mais homogénea dificultou a identificacio de alteragdes discretas na cabega espermatica. Esses
resultados estio de acordo com Root Kustritz et al. (1998), que destacam a influéncia das técnicas
de coloragio na avaliagdo da morfologia dos espermatozoides caninos. Dessa forma, as
diferencas de contraste entre as estruturas podem interferir na identificacdo de determinados
defeitos morfolégicos. Entretanto, a escassez de estudos que avaliem especificamente o uso do
Vermelho Congo na anélise da morfologia espermitica canina limita a comparagio direta dos
resultados, reforcando a necessidade de novas pesquisas que investiguem sua capacidade de
evidenciar as diferentes estruturas espermiticas e identificar alteracdes morfoldgicas,
comparando seu desempenho com o de outros métodos de coloragio.

Figura 4 - Espermatozoides corados com Vermelho Congo. (A) seta preta: contorno anormal; seta rosa: de peca

intermedi4ria. Microscopia 6ptica, aumento de g40x. (B) seta marrom: Insercdo abaxial. Microscopia éptica,
objetiva de imersdo de 100x

[]

¥’

Fonte: Arquivo pessoal, 2026.

A coloragio com Rosa Bengala (Figura 5) mostrou-se eficaz na avaliagdo geral da
morfologia dos espermatozoides, proporcionando colora¢do intensa do nicleo e facilitando a
visualizagdo de seu contorno. A peca intermedidria apresentou bom contraste, enquanto a cauda
mostrou coloracio mais intensa, favorecendo a observacio de sua extensdo. Entretanto, a
intensidade da coloracdo pode dificultar a identificagdo de alteracdes mais discretas na cabeca e
no acrossomo. Esses resultados estio de acordo com Klumb, Wehrend e Farshad (2026), que, ao
compararem diferentes técnicas de coloragio em sémen canino descongelado, também
observaram que o Rosa Bengala proporcionou bom contraste e visualizacdo das estruturas

espermdticas. Dessa forma, esse corante demonstra potencial para a avaliagdo morfoldgica,
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embora a intensidade da coloracdo deva ser considerada na identificacio de altera¢des mais
sutis.
Figura 5 - Espermatozoides corados com Rosa Bengala. (A) seta verde: subdesenvolvido; seta vermelha: cauda

dobradaj seta preta: contorno anormal. Microscopia éptica, aumento de 40x. (B) seta Amarela: cauda fortemente
enrolada; Seta azul: Piriforme; Seta preta: contorno anormal. Microscopia 6ptica, objetiva de imersdo de 100x

[a]

Fonte: Arquivo pessoal, 2026.

Os resultados deste estudo demonstraram que os métodos de coloracio influenciam a
avaliagdo da morfologia espermitica canina, uma vez que apresentam diferencas na
evidenciacdo das estruturas celulares e na identificacdo de alteracdes morfoldgicas. As 17
diferencas observadas entre os corantes (Figura 6) reforcam a importincia da escolha da técnica
utilizada na analise do sémen, estando de acordo com autores Surmacz et al. (2022) e

Mazzuchini, Novello e Segabinazzi (2024), que demonstraram que a técnica de coloracido

utilizada pode interferir na visualizac¢do e na identificagdo dos defeitos espermiticos.

Tabela 6 - Principais estruturas espermaticas avaliadas e caracteristicas observadas em cada método de
coloragido

Corante Estrutura/avaliagdo mais favorecida Caracteristicas observadas

Melhor visualizagio da forma e do tamanho da cabega, facilitando a

Panético Rapido Cabeca, peca intermediaria e cauda . e
P 3, pec identificagdo de alteracdes de contorno.
. . . Apresentou melhor visualizagio dessas regides, contribuindo para a
Giemsa Peca intermedidria e cauda . e N . O
identificagdo de alteragdes na pega intermediaria e na cauda.
Permitiu uma avalia¢do mais geral do espermatozoide e de seu
Azul de Metileno Morfologia geral contorno, porém apresentou menor detalhamento das estruturas
internas.
. L. Permitiu boa visualizacio das alteracdes relacionadas a peca
Vermelho Congo Peca intermediaria e cauda < ¢ pes

intermediéria e cauda.

Apresentou coloragio mais intensa nessas estruturas, facilitando sua
Rosa Bengala Nicleo, pega intermedidria e cauda visualiza¢do. A intensidade da colora¢ido pode dificultar a percep¢do
de alteragdes internas mais sutis.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2026.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Todos os métodos de coloragio avaliados permitiram a visualizagio das estruturas
espermiticas caninas, embora tenham apresentado diferencas quanto a qualidade da
visualizagio e 4 praticidade. Entre eles, o Giemsa destacou-se como a op¢io mais favorével para
a avaliacdo morfoldgica geral, apresentando resultados positivos quanto a proporcio de
espermatozoides normais e aos defeitos totais, apesar de apresentar limita¢des na visualizagio
dos contornos da cabega espermitica. O Pandtico, por sua vez, destacou-se pela praticidade e
rapidez do procedimento, caracteristicas vantajosas para a rotina laboratorial. Entretanto, sio
necessirios mais estudos para estabelecer o método de coloragio mais adequado a avalia¢do da

morfologia espermitica em cies.
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