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Apresentacao

A avaliacdo dos espermatozoides congelados de bovino deve abordar os pardmetros de
motilidade, concentragdo, morfologia e a integridade de outros compartimentos, como acros-
soma e membrana plasmatica. Dentro desse contexto, este atlas espermético tem o objetivo
de apresentar informacdes sobre as técnicas de avaliagdo do sémen congelado e, principal-
mente, imagens estruturais de espermatozoides bovinos normais e anormais, obtidas por téc-
nicas convencionais e avancadas de microscopia. Com isso, pretende-se que este material
sirva como apoio aos estudantes e veterinarios durante avaliacdo da estrutura espermatica a
ser realizada a campo ou no laboratério.

José Roberto Rodrigues Peres
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Capitulo 1

Morfofisiologia Espermatica, Aspectos
da Criopreservacao de Sémen Bovino e
Importancia da Avaliacao Laboratorial

Antonio Emidio Dias Feliciano Silva e Carlos Frederico Martins

O Brasil € um dos maiores produtores de sémen congelado da raga Nelore e Gir, e também
um grande importador de sémen de ragas europeias de corte e de leite, especialmente das ragas
Angus e Holandés.

O intercambio de germoplasma de touros de diferentes paises é extremamente importante
para o melhoramento genético dos rebanhos e depende, entre outros fatores (ex: aspectos sanita-
rios, selecdo de reprodutores, coleta, transporte e avaliagdo de amostras), da eficiéncia no processo
de congelagdo do sémen.

O sémen congelado ¢é utilizado em diferentes biotécnicas reprodutivas, como a inseminagdo
artificial convencional (IA) ou a inseminacédo artificial tempo fixo (IATF), transferéncia de embrides
(TE) e fecundacao in vitro (FIV).

Sem duvida, a inseminaco artificial representa a primeira geragdo das biotécnicas reproduti-
vas, promovendo consideravel contribuicdo para o melhoramento genético bovino. O sucesso na
concepgdo e nos beneficios econdmicos dessa técnica depende da viabilidade do sémen criopre-
servado para fecundacéo do ovdcito (WATSON, 2000).

Apesar de as empresas produtoras e distribuidoras de sémen bovino adotarem rigorosos re-
gimes de controle de qualidade das amostras comercializadas, a fiscalizagdo do sémen produzido
nacionalmente e, principalmente, importado de outros paises, sempre se fard necesséria para o
controle, entre outros aspectos, da funcionalidade e sanidade do produto. Para isso, é necessario
que os laboratérios credenciados e os préprios veterinarios de campo realizem avaliagdes no sé-
men congelado, que sejam suficientemente seguras para identificar eventuais alteragdes na dose
inseminante.

Estrutura Espermatica Bovina

A principal caracteristica da cabeca do espermatozoide é o nicleo achatado de forma oval,
contendo a cromatina altamente compactada. A cromatina condensada compreende um comple-
xo de DNA com uma classe especial de proteinas conhecidas como protaminas. A extremidade
anterior do nucleo espermatico é recoberta pelo acrossomo, formado por uma dupla camada de
membranas que envolvem intimamente o nicleo durante os Ultimos estadgios de formacao do es-
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permatozoide (Figura 1). Essa estrutura contém enzimas hidroliticas incluindo pré-acrosina, hialuro-
nidase, esterases, e hidrolases acidas, envolvidas no processo de fecundacgéo. Durante a rea¢do do
acrossomo, a membrana acrossomal externa fusiona-se com o plasmalema, sob o controle intra e
extracelular do célcio, induzindo a exocitose de todo o contetido acrossomal. As principais fungdes
das enzimas acrossomais sdo a dispersdo das células do cumulus oophorus e a lise da zona peluci-
da. A membrana interna do acrossomo é relativamente estavel e permanece intacta apds a reacao
do acrossomo ter ocorrido. A penetracdo da zona pelicida e fusdo com o oolema sdo eventos me-
diados por receptores, com éreas especificas da cabeca do espermatozoide se aderindo aos alvos
no ovocito (HAFEZ, 1995).

A cauda do espermatozoide é composta de colo, peca intermediéria, peca principal e peca ter-
minal (Figura 1). A regido da cauda entre o colo e o annulus é conhecida como peca intermediaria.
A parte central da peca intermediéria que se extende por todo o comprimento da cauda, forma o
axonema. O axonema é composto de nove pares de microtubulos periféricos e um par central, em
que a proteina dineina é responsével pela transformagédo da energia quimica em mecénica. Todo
esse conjunto é recoberto externamente por numerosas mitocdndrias dispostas em forma de héli-
ce, que geram a energia necessaria para a motilidade espermatica.

A peca principal, que continua posteriormente ao annulus e se estende até a parte terminal
da cauda, é composta centralmente do axonema e sua associacao de fibras. A peca terminal, que é
posterior a membrana fibrosa, contém somente o axonema recoberto pela membrana plasmatica
(HAFEZ, 1995).
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Segmento equatorial
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Membrana
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Figura 1. Diagrama da ultraestrutura do espermatozoide bovino. Principais estruturas identificadas por microscopia de
campo claro (a); caracteristicas das ultraestruturas da cabeca e peca intermediaria (b); ultraestruturas da peca principal
da cauda (c); detalhes gerais das ultraestruturas do axonema da cauda (d).

Fonte: Bedford e Hoskins (1990).
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Morfofisiologia Espermatica

A fecundacgdo é o resultado da perfeita interagdo entre o gameta masculino e o feminino. En-
tretanto, para que ocorra um correto desenvolvimento embrionério é necessério que os gametas
sejam morfofisiologicamente normais. O gameta masculino se torna normal para exercer a sua
fungdo, nas transformacdes estruturais adquiridas no parénquima testicular, durante a esperma-
togénese. No entanto, precisa sofrer transformacdes bioquimicas durante o transito no epididimo
para ter maturidade e habilidade de alcancar o ovécito e participar do processo de fecundacao.

A aquisi¢do da habilidade de fecundar, competéncia para se capacitar e sofrer a reacdo acros-
sémica, por meio da incorporagdo de carga proteica e receptora na superficie da membrana, de-
pende do desenvolvimento completo do acrossoma, nucleo e flagelo (MANJUNATH et al., 1993).

Os espermatozoides saem dos testiculos ainda imaturos, apresentando resquicios do ci-
toplasma, incompleta condensacdo da cromatina, insuficiente contetdo proteico e de outros
componentes da membrana plasmética. Se durante o trajeto pelo epididimo os espermatozoi-
des ndo finalizarem a sua transformagdo morfolégica devido a algum distdrbio, eles apresenta-
rdo alteragdes na sua morfologia, que poderdo afetar o processo de fecundacéo. (SAACKE et
al., 1968; BARROS et al., 1996; BLEIL; WASSARMAN, 1983). Portanto, a competéncia funcional
do espermatozoide pode estar prejudicada por anormalidades morfoldgicas na cabeca, no
nucleo e no flagelo, que se originam do mau funcionamento do parénquima testicular e do
epididimo (RAO, 1971; RAO et al., 1989).

Morfologicamente, o espermatozoide tem que sair no ejaculado ja maduro, isto €, com
a cromatina completamente condensada, membrana acrossomal integra e sem deformacéo,
com a peca intermediaria sem danos e o flagelo livre de gota citoplasmatica. Isso facilita o
transporte dos espermatozoides no trato reprodutivo da fémea para o encontro com o ovdcito.
Além disso, a membrana integra permite a permanéncia de todos os componentes proteicos
e lipidicos necessarios para participar do mecanismo de fecundacéo.

Ao chegarem a cabeca do epididimo, os espermatozoides com presenca de gota cito-
plasmatica proximal, localizada junto a inser¢do da cabeca, comegam a perder esta estrutura.
A gota citoplasmaética migra para a regido distal do flagelo durante a passagem dos esperma-
tozoides pelo corpo do epididimo até chegar a cauda (HANCOCK, 1959; GUSTAFSSON, 1966;
RAO et al., 1980).

Outra mudancga morfogénica nesse transito epididimal, que ocorre em alguns mamiferos,
é a diminui¢do do tamanho do acrossoma (BEDFORD,1965). Entretanto, a principal mudanca
€ a diminuicdo de espermatozoides com morfologia de cabeca anormal, que se originam por
disturbio funcional do testiculo (GILLETTE, 1965). O flagelo do espermatozoide também pode
sofrer modificacdes, dependendo mais das condicdes fisioldgicas do epitélio epididimal do
que do parénquima testicular (GUSTAFSSON, 1966).

A falta de conhecimento da importéncia de varios tipos de defeitos tem impacto eco-
ndmico negativo na produtividade, pois a morfologia espermética estd diretamente rela-
cionada ao sucesso da interagdo espermatozoide-ovécito e do desenvolvimento embrio-
nario inicial. Deve-se ressaltar, entretanto, que algumas anormalidades atualmente sdo
consideradas variacdes em morfologia individual e podem n&o afetar a taxa de fecundacao.

A identificacdo das anormalidades morfolégicas que refletem a funcionalidade do esper-
matozoide e, indiretamente, a testicular, bem como a determinacdo de suas provaveis causas,
é importante para a selecdo do reprodutor. As principais anormalidades espermaticas e suas
causas estado descritas na Tabela 1.

w
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Tabela 1. Lista das principais anormalidades espermaticas e suas implicagdes.

Anormalidade

Gota citoplas-
matica proxi-
mal (GCP)

Knobbed
sperm

Cabega piri-
forme

Estreito na
base

(ausa provavel

Nos animais jovens
devido a incompleto
desenvolvimento do
epitélio epididimal.
Nos adultos por de-
generacdo do epitélio
seminifero causado
por estresse térmico e
doencas

Estresse térmico
(distarbio de termor-
regulacdo testicular)
causado por transpor-
te, doengas, genético
e intoxicagoes

Genética; estresse
térmico (disturbio

de termorregulagao
testicular); nutricional
e uso de corticoste-
roides

Genética; estresse
térmico (distdrbio
na termorregulacao
testicular)

Diagnéstico

Baixa motilidade;
identificacdo da
GCP em microscépio
de contraste de fase
(CF) e colorac@es
(giemsa, eosina-
nigrosina e rosa
bengala)

Baixa taxa de fecun-
dagdo, porém com
motilidade normal;
identificacdo por
microscopia de CF

Motilidade nor-
mal; Acrossoma
intacto; DNA pode
estar danificado;
identificagao com
microscopia de CF e
coloragdes (giemsa,
eosina-nigrosina

e alaranjado de
acridine)

Motilidade normal;
pode afetar a
estrutura do DNA;
identificagdo por
microscopia de CF e
colorac@es (giemsa,
eosina-nigrosina e
rosa bengala)

Taxa de fecundacao

Clivagem de 5 a 14%

quando ha de 12 a 30% de
GCP no sémen. Os esper-
matozoides sdo deficientes
em proteinas de ligacao a

zona pelcida

A alta incidéncia de kno-
bbed spermresulta em
taxas baixas ou nulas de

fecundagdo in vitro

Uso de sémen com 37% de
cabegas piriformes produz
11% de embrides; perda
embriondria atinge 23%

Se houver dano no DNA, a
taxa de fertilidade é baixa

Tratamento

Favoravel: Nos jovens,
aguardar o desenvol-
vimento completo do
epitélio epididimal. Nos
adultos, eliminar a causa
do estresse

Desfavoravel em caso de
degeneragao testicular. Na
degeneragao por doencas,
nem sempre € possivel
recuperar o epitélio epi-
didimal

Desfavoravel em causas
genéticas. Ndo ha trata-
mento, deve-se eliminar o
animal; em outras situa-
cOes, eliminar a causa do
estresse

Favoravel em caso de
estresse: eliminar a causa
do estresse

Desfavoravel em causas
genéticas. Nao ha trata-
mento no caso de danos
no DNA

Favoravel em caso de
estresse. Diminuir a causa
do estresse

Desfavoravel em causas
genéticas. Ndo hé trata-
mento no caso de danos
no DNA

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

Anormalidade

Vacliolos nu-
cleares:
Pouch forma-
tion e crateras

Cauda forte-
mente enrolada
ou

dobrada

Peca interme-
diaria anormal

Quebra de
cromatina

Gota citoplas-
matica distal
(GCD)

Cabeca isolada

Cabeca
microcéfala

(ausa provavel

Estresse térmico
(distdrbio na termor-
regulacdo testicular);
distlrbios hormonais;
nutricionais e genéticos

Estresse térmico e
distarbio do epitélio
epididimal

Incompleto desenvol-
vimento do epitélio
epididimal; imaturida-
de; solugao hipotonica;
distarbios dos fluidos
do epididimo e das
glandulas anexas

Estresse térmico;
causas genéticas

Estresse térmico e
incompleto desenvolvi-
mento do epitélio epidi-
dimal (imaturidade)

Estresse térmico;
laminites; toxemias;
degeneracdo testicular;
hipoplasia; inflamagdes
das glandulas anexas;
animais com longo
periodo sem coletas de
sémen e manipulagdo
errada do ejaculado

Estresse térmico; febre;
nutricional; adaptacao
ao confinamento;
distdrbio do epitélio
seminifero (animais
jovens) e obesidade
(animais adultos)

Diagnéstico

Motilidade normal;
pode afetar a estru-
tura do acrossoma e
do DNA; identificagcdo
com microscopia

de CF

Baixa motilidade;
identificacdo com CF
e colorac@es (giemsa,
eosina-nigrosina e
rosa bengala)

Motilidade alterada;
identificagao com
microscopia de CF e
coloragdes (eosina-
nigrosina, giemsa e
rosa bengala)

Motilidade normal;
identificagdo com
Alaranjado de Acridi-
ne e TUNEL

Motilidade normal;
identificagdo mi-
croscopia de CF e
colorag@es (eosina-
nigrosina, giemsa e
rosa bengala)

Sem motilidade;
identificado com
microscopia de CF e
coloragdes (eosina-
nigrosina, giemsa e
rosa bengala)

Identificados com CF
e coloragdes (eosina-
nigrosina, giemsa e
rosa bengala)

Taxa de fecundagao

A inseminacdo artificial com
sémen apresentando 8% de
defeitos de contorno resulta
em 18% de embrides. Baixas
taxas de fecundagdo in vitro,
pois as proteinas e recepto-
res sao afetados e diminui a
capacidade de se ligar a ZP

Taxa de fecundagdo normal
dependendo da porcentagem
do defeito no ejaculado ou
dose de sémen

Alta incidéncia leva a baixa
motilidade e fertilidade

N&o ocorre fecundacdo se
houver fragmentacao

Nao afeta a fecundacao

N&o ha fecundagdo in vivo
e in vitro. Ha possibilidade
somente com a técnica
Injecado Intracitoplasmatica
de Espermatozoide (ICSI)

Afeta a fecundagdo; ndo
apresenta proteinas e re-
ceptores de ligagdo a ZP;
Insuficiente DNA

Tratamento

Favoravel em caso de es-
tresse. Eliminar a causa de
estresse térmico (confina-
mento, transporte ou febre)
e mudanca alimentar.
Desfavoravel em causas ge-
néticas. Descartar o animal
caso ndo tenha se recupera-
do apds tratamento

Favoravel. Eliminar a causa
do estresse

Favoravel. Pode ser recu-
perado se eliminadas as
causas

Desfavoravel. Eliminar a
causa

Favoravel. Pode se normali-
zar. A gota pode se despren-
der com a manipulagdo

Favoravel se eliminadas as

causas. Pode se recuperar

Favoravel se eliminadas as
causas
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Criopreservacao Espermatica e a
Importancia da Avaliacao Laboratorial do
Sémen Congelado

Atecnologia para armazenar o sémen congelado foi revolucionada aproximadamente ha
cinquenta anos pela descoberta do glicerol como crioprotetor, o que permitiu que o esperma-
tozoide fosse congelado e armazenado por longos periodos (HOLT, 2000). Essa biotecnologia
tem sido de grande importancia em programas de melhoramento animal, por permitir o uso
em larga escala de sémen proveniente de reprodutores de genética supeiror, por viabilizar a
preservacao de material genético de animais em extincdo, além de auxiliar a transpor barreiras
da infertilidade masculina. No entanto, com excecdo da espécie bovina, tem-se obtido baixas
taxas de fertilidade com o emprego de sémen congelado (WATSON, 2000), uma vez que
a viabilidade e a fertilidade do espermatozoide apds descongelamento encontram-se re-
duzidas como consequéncia das injurias durante o processo de congelagao (MEDEIROS
et al., 2002).

A criopreservacgao ocasiona danos celulares devido a mudanca na temperatura, for-
macado de cristais de gelo, injdrias oxidativas, alteracdes na membrana do espermatozoi-
de, lesdes no DNA, estresse osmético, além da toxicidade dos crioprotetores (BALL; VO,
2001). A célula espermatica parece sensivel ao estresse osmédtico como também a adicédo
e a remocao de crioprotetores (WATSON, 2000; BALL; VO, 2001).

O resfriamento, quando efetuado de modo inadequado, causa um choque térmico,
que induz a danos parcialmente irreversiveis ao espermatozoide que se caracteriza por
padrdo anormal de movimento do espermatozoide (movimento circular ou retrégrado),
rapida perda da motilidade, lesdes no acrossoma, dano a membrana plasmatica, reducao
da atividade metabdlica e perda dos componentes intracelulares. Muitos desses danos
sdo decorrentes das alteragdes da membrana a medida que os espermatozoides progri-
dem para as mudancas de fase de transicdo e durante o resfriamento (GRAHAM, 1996).

Com relagdo a formacéo de cristais de gelo, eles se formam no espaco extracelular, criando
um gradiente osmético entre a solugdo intracelular inicialmente isotdnica e a solugdo conge-
lada extracelular que se encontra concentrada. Dependendo da velocidade de resfriamento, a
dgua vai se mover através da membrana e se unir a fase congelada do meio extracelular ou ird
se congelar, formando gelo no interior da célula. Na maioria dos casos, células submetidas a
formacdo de cristais de gelo intracelular se tornam osmoticamente inativas ou lisadas devido a
perda da integridade da membrana (DEVIREDDY et al., 2002).

A célula espermatica também é sensivel aos efeitos toxicos dos crioprotetores, o que
torna o uso de determinados componentes comumente utilizados para outras células in-
vidveis para a célula espermatica (WATSON, 2000).

Por ser uma célula complexa, o espermatozoide torna-se infértil quando um de seus atributos
bioquimicos ou morfoldgicos é afetado. Parametros convencionais utilizados na avaliagdo esperma-
tica (nUmero total de espermatozoides moveis, motilidade progressiva e morfologia) tém se mostra-
do limitados quanto a capacidade de predizer o potencial de fertilidade do sémen. Um Unico teste
é pouco eficaz pelo fato de que cada espermatozoide apresenta multiplos compartimentos sub-
celulares com diferentes funcdes a serem avaliadas (SANTOS, 2003). A avaliacdo de somente um
desses aspectos ndo garante a condi¢do de normalidade, portanto, a combinacao de varios fatores
em uma anélise multifatorial € mais apropriada para diagndstico da funcionalidade e integridade do
espermatozoide (MELO; HENRY, 1999).
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Os métodos de coloragdo empregando corantes fluorescentes (sondas fluorescentes
ou fluorocromos) aumentaram a possibilidade de uma analise mais criteriosa da integri-
dade estrutural dos espermatozoides. As sondas fluorescentes vém sendo utilizadas iso-
ladamente ou em combinagao para determinar a integridade e a viabilidade celular. Al-
guns corantes fluorescentes especificos para DNA (dcido desoxirribonucleico), por serem
impermedveis as membranas intactas, coram apenas células com membrana plasmatica
lesada. As lecitinas fluorescinadas se ligam de forma especifica a glicoconjugados presen-
tes no acrossomo, e, também, tém sido utilizadas para avaliar integridade do acrossomo
em diversas espécies.

Entre os compartimentos sobre os quais a criopreservagao pode causar algum tipo
de efeito negativo na célula espermatica, o nucleo pode ser considerado um elemento im-
portante, mas tem sido sempre considerado uma estrutura mais estavel. Varios métodos
tém sido utilizados para avaliar a estrutura da cromatina e condicdo do DNA (ERENPREISS
et al., 2004). Entre os principais métodos, a coloragdo com acridine orange (AO) e o TU-
NEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUDP nick-end labeling) tém sido
os testes mais amplamente utilizados para avaliar a qualidade nuclear espermatica (MAR-
TINS et al., 2007).
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Capitulo 2

Avaliacao Espermatica Laboratorial

Carlos Frederico Martins e Margot Alves Nunes Dode

A avaliacdo do potencial de fertilidade de uma amostra de sémen é de grande impor-
téncia para o emprego de biotécnicas de reprodugdo como a inseminacao artificial (IA) e a
producdo in vitro de embrides (PIVE). Os métodos mais usados para a avaliacdo de sémen em
centrais de inseminagdo artificial e congelacdo de sémen consistem basicamente da anélise
subjetiva da motilidade, da concentracdo e da morfologia espermatica.

Recentemente, o uso de técnicas computadorizadas de avaliacdo do movimento esper-
matico e a andlise morfofuncional por corantes e sondas fluorescentes complementam a ava-
liacdo do potencial de fertilidade das amostras de sémen congelado. A avaliacdo da estrutura
espermatica do sémen bovino que sofre as injurias da criopreservagdo, envolve a avaliagcdo da
morfologia espermética e avaliagdo complementar de estruturas importantes para o movimen-
to espermético e especialmente para a fecundacao, tais como: membrana plasmatica, acros-
soma, mitocondrias e nlcleo. Nesse sentido, serdo descritas as principais técnicas de analises
espermaticas que podem ser realizadas a campo ou no laboratério por meio de microscopia

ou citometria de fluxo tanto para sémen fresco como para sémen congelado.

Técnicas para Avaliacao Seminal, Estrutura e
Funcao Espermatica

Avaliacao inicial do sémen bovino fresco

Considerar:
e Volume médio do ejaculado: 5 mL -8 mL.
¢ Concentracdo média espermatica: 800 sptz/mL - 2.000 sptz/mL x 106 sptz/mL.

e Coloracdo uniforme e aparéncia opaca com auséncia de sangue e sujidades.
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Avaliacdo da concentracao espermatica

Classificacdo da concentracdo do sémen a fresco pela observacdo da core
densidade

Considerar:

Sémen denso, cremoso, amarelo opaco: 800 milhdes a 1 bilhdo de espermatozoides
por mL.
Sémen leitoso, pouco denso: 500 milhdes a 800 milhdes de espermatozoides
por mL.
Sémen ralo, opalescente: 200 milhdes a 500 milhdes de espermatozoides por mL.
Sémen aquoso, oligospérmico: menos de 200 milhdes de espermatozoides
por mL.

Avaliacao da concentracdo espermatica em camara de neubauer

Procedimento

Diluir a amostra espermética em formol salina 1,6%. Para sémen fresco, diluir 5 uL da
amostra de sémen em 995 plL de formol salina (diluicdo de 1:200); e para sémen con-
gelado, diluir 5 pL da amostra de sémen em 95 pL de formol salina (diluicdo de 1:20).

Colocar a laminula sobre a cdmara de Neubauer e preencher com 10 pyL da amostra.
Esperar 5 minutos para que os espermatozoides decantem.
Contar 5 quadrantes centrais ou em diagonal, contando as linhas em “L".

Contar nos 2 compartimentos da cdmara de Neubauer. A diferenca entre as duas con-
tagens nédo deve ser superior a 10%.

Célculo da concentracdo

Conta-se os dois lados da cdmara de Neubauer e faz-se a média aritmética dos es-
permatozoides contados. O valor encontrado deve ser multiplicado por um fator de
correcdo de 10.000 que é referente a drea contada, altura da cdmara e diluicdo de
1/200 utilizada, de acordo com a seguinte férmula abaixo.

Numero de espermatozoides contados

1/5% x 1/10** x 1/200***
Em que:

* 4rea contada

** altura da cdmara de Neubauer

*** diluicdo utilizada

Obs: O resultado final é fornecido em espermatozoides por mm?. Para se obter a

concentragdo em espermatozoides por mL, multiplica-se o valor anterior por 1.000
(1 mL=1.000 mm3).

Avaliacao da motilidade espermatica

Determinacao subjetiva da porcentagem de espermatozoides moéveis

Colocar uma gota de sémen (10 pL) sobre a ldmina de vidro.

Colocar uma laminula sobre a gota de sémen.
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e Avaliar a porcentagem de espermatozoides mdveis em microscépio de campo claro
ou de contraste de fase.

Obs: é importante que a lamina e laminula sejam previamente aquecidas em placa
aquecedora a 37 °C. Caso seja necessario, diluir a amostra de sémen fresco com ci-
trato de sédio a 3% ou com solugao salina 0,9%.

Analise computadorizado do movimento espermatico (Casa)
e Ajustar o setup do Casa para o sémen da espécie a ser avaliada. Na Tabela 1, pode-se
observar um exemplo de setup para bovinos.

* Colocar umaamostra de sémen na cdmara de leitura. Usar 6 yLa 10 pL para camara de
Makler ou 2 pL para camara Leja.

e Colocar a camara na plataforma de leitura do Casa.

e Selecionar no minimo 3 campos de leitura, evitando campos com bolhas ou sujidades
para fazer a leitura.

Tabela 1. Ajuste do equipamento Hamilton Thorne Biosciences (lvos-Ultimate 12) para bovinos.

(aracteristica Ajuste

Nimero de imagens adquiridas por campo 30

Taxa de aquisi¢do das imagens 60 HZ
Contraste minimo das células 80
Tamanho minimo de células 5 pix
Velocidade de trajeto (VAP) 50 ym/s
Retilinearidade (STR) 75%
Valor de corte VSL para células lentas 10 pm/s
Selecdo de campo Manual

Observagado: Caso seja necessario, diluir a amostra de sémen com citrato de sédio a 3%
ou com solugdo salina 0,9 % para padronizagado da concentragdo espermatica.

Avaliac6es da morfologia espermatica

Procedimento em microscdpio de contraste de fase

e Colocar uma amostra de sémen fresco ou congelado até turvar a solugcdo de formol
salina 1,6%.

e Colocar umaamostra nalamina, cobrir com laminula e avaliar em microscépio de con-
traste de fase em objetiva com aumento de 100x com dleo de imerséo.

e Avaliar 200 espermatozoides e classificar os defeitos morfoldgicos.
Procedimento em microscépio de campo claro com corante rosa bengala

Preparo do corante

e 3 gderosabengala.

e 100 mL de dgua destilada.
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Procedimento para preparagdo da amostra

e Homogenizar 5 pL de sémen com 5 pL de rosa bengala (1:1 v/v), sobre uma lamina de
microscopia.

* Colocar uma amostra na lamina e cobrir com laminula avaliando em microscépio de cam-
po claro em objetiva de 100x com dleo de imersao.

* Avaliar 200 espermatozoides classificando os defeitos morfoldgicos.

Avaliacoes de integridade de membrana plasmatica

Avaliacado em microscépio de campo claro: Associagcao dos corantes Eosina e
Nigrosina

Preparo dos corantes eosina e nigrosina
Usar

e EosinaY=2>1,1g

e Nigrosina= 6,6 g

e Citrato de S6dio2> 0,5 g

e Agua destilada (pH 6,8 a 7,0)=> 100 mL

Procedimento

e Dissolver o citrato de sédio em agua destilada.
e Dissolver a nigrosina na solucdo de citrato de sédio pré-aquecida a 37 °C.
e Adicionar a eosina a solugao.

e Homogeneizar a solu¢do que deve apresentar pH variando de 6,7 a 7,0. O pH
deve ser ajustado caso seja necessario.

e Deixar 6 a 10 dias incubando antes de usar (armazenar protegido da luz).

Filtrar a solucdo com filtro de papel e usar.

Procedimento para preparacdo da amostra

e Colocar 20 yL de sémen para 20 pL de eosina-nigrosina (1:1 v/v) em lamina aque-
cida a 36 °C.

e Fazer o esfregaco, esperar secar e realizar a leitura.

Modo de avaliagdo

* Espermatozoide apresentando a coloragdo vermelho claro-rosa deve ser considerado
morto.

* Espermatozoide branco deve ser considerado vivo.
Teste hiposmético

Preparo das solugées

Usar
e Frutose 150 mOsmol (27,02 g\L): 5,404 g frutose em 200 mL de dgua destilada.

e Citrato de sdédio 150 mOsmol (13,24 g\L): 1,324 g citrato de sédio em 100 mL de &dgua
destilada.
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e Armazenar as duas solugdes separadas na geladeira.

* Asolugdo hiposmética (HO) deve ser preparada no momento do uso, adicionando 75
partes (750 pL) da solucao de frutose 150 mOsmol e 25 partes (250 plL) da solucdo de
citrato de sédio 150 mOsmol.

Procedimento para preparacdo da amostra
e Homogeneizar 50 pL sémen para 500 pL da solugdo hiposmatica.
e Incubar por 50 minutos a 36 °C.
* Colocar 10 pyL (1 gota) entre lamina e laminula.

e Avaliar 100 espermatozoides em microscopia de contraste de fase.

Modo de avaliagéo

e Espermatozoides que apresentarem cauda dobrada ou enrolada devem ser conside-

rados vivos com membrana integra.

e Espermatozoides que apresentarem cauda reta devem ser considerados mortos com

membrana lesada.

* Apds classificar as células quanto a presenca ou ndo de cauda dobrada ou enrolada, o
resultado deve ser determinado em porcentagem, realizando o célculo pela férmula:

e HO (%)= (% de alteragdes na regido da cauda apds teste) - (% de alteragdes na regido

da cauda dos espermatozoides antes do teste HO).

Avaliagdo em microscépio de epifluorescéncia: Associacdo das sondas diacetato
de 6-carboxi-fluoresceina (DCF) e iodeto de propideo (IP)

Preparo das solucbes estoques

Solucdo 1: Solugdo estoque de Diacetato de 6-Carboxi-fluoresceina (DCF):
* Diluir 9,2 mg DCF em 20 mL DMSO.

e Armazenar esta solugdo congelada a -20 °C.

Solugdo 2: Solugao estoque de iodeto de propideo (IP):
®  Diluir 10 mg IP em 20 mL solugéo salina 0,9%.

e Armazenar esta solugdo congelada a -20 °C.

Solugao 3: Solucao estoque de formaldeido:
Usar
e Formalina 40%.
e Solugdo salina 0,9%.
e Fazersolugcdo com a diluicdo de 1:80 (formalina: solucdo salina respectivamente).

* Manter esta solugdo armazenada a 4 °C.

Solucao 4: Solucao estoque de citrato de sédio 3%:
* Diluir 3 g de citrato de sédio em 100 mL de solucéo fisioldgica 0,9%.

* Manter esta solu¢do armazenada a 4 °C.
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Solucéo de trabalho

Preparar no dia da avaliacdo e permanecer refrigerada a 5 °C.

Misturar as seguintes quantidades das solucdes para compor a solugdo de trabalho:
e Solugdo I: 20 pL

e Solugdo II:10 pL

e Solugdo lll:10 pL

e Solugdo IV: 960 pL

Preparo da amostra para leitura

Homogeneizar 10 pL sémen com 20 pL da solugao de trabalho.
Incubar a solugédo de trabalho com a amostra por 8 minutos no banho maria a 36 °C.

Colocar uma amostra na lamina (10 pL) e fazer a leitura em filtro de 460-490/420 nm
de excitagdo/emissdo, respectivamente.

Avaliar 200 espermatozoides em microscépio de epifluorescéncia entre lamina e
laminula em aumento 1.000x.

Modo de avaliagdo

Espermatozoides corados de vermelho devem ser considerados com membrana
lesada.

Espermatozoides corados de verde devem ser considerados com membrana integra.

Espermatozoides corados de vermelho e verde devem ser considerados com mem-
brana semilesada.

Avaliacdes de integridade de acrossoma

Avaliacao em microscépio de campo claro: Associacao dos corantes Trypan Blue e

Giemsa

Solugdo estoque de Giemsa

5 g de Giemsa (Merck).

330 mL de glicerol.

Misturar os reagentes e colocar no banho maria a 50 °C por 1 hora.
Homogeneizar a solugdo a cada 15 minutos.

Manter protegido da luz em vidro &mbar.

Deixar esfriar e acrescentar 330 mL de metanol novo (garrafa recém-aberta).

Maturar a solugdo em frasco ambar por no minimo 15 dias a temperatura ambiente
antes de usar (agitar o frasco a cada 5 dias).

Filtrar em papel filtro quando for utilizar e armazenar sem contato com a luz.

Solugcao Giemsa para uso

Preparar a solucdo de trabalho no dia do uso.
Diluir 8 mL de dgua destilada (pH 6,8 a 7,1) com 4 mL de corante Giemsa estoque.

Homogeneizar a solugéo.
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Procedimento para preparacdo da amostra

* Misturar 40 pL de sémen com 40 pL do corante Trypan Blue 0,4% (1:1 v/v) (Sigma,
T-8154) em tubo de 1,5 mL.

® Incubar por 15 minutos a 36 °C.

e Fazer 3 esfregacos usando 3 pL a 4 pL da amostra.

e Secar os esfregacos rapidamente em fluxo de ar ou secador.

e Fixar os esfregacos em metanol por 5 minutos e deixar as léaminas secarem.
e Corar os esfregacos por no minimo 8 horas com a solu¢do de Giemsa uso.
e lavarlaminas em agua corrente e deixar secar para fazer a leitura.

e Avaliar 200 espermatozoides em microscépio de campo claro em aumentos de 400x
e 1.000x.

Modo de avaliacao

° Espermatozoides com a cabega azul e com acrossoma rosa-escuro devem ser consi-

derados mortos com acrossoma integro.

e Espermatozoides com a cabeca azul e com acrossoma descorado devem ser conside-

rados mortos com reagdo acrossomal.

hd Espermatozoides com a cabega rosa clara e com acrossoma rosa-escuro devem ser

considerados vivos com acrossoma integro.

* Espermatozoides com a cabeca rosa-claro e com acrossoma descorado devem ser

considerados vivos com reacao acrossomal.

Avaliacdo em microscépio de epifluorescéncia: Associacdo das sondas Peanut
Agglutinin (PNA), Isotiocianato de fluoresceina (FITC) e lodeto de Propideo (IP)

Preparo das solugbes estoque

Solucdo 1: estoque FITC-PNA - manter em -20 °C
e 1 mgPNA
e 1mLPBS

Solugdo 2: estoque de iodeto de propideo (IP) - manter em -20 °C
e 10mglP

e 20 mLsolugdo salina 0,9%

Solucdo 3: estoque de formoldeido - manter em 4 °C
e Formalina 40%
* Solugdo salina 0,9%
e Fazer diluigdo 1:80
Solugdo 4: estoque de citrato de sédio 3% - manter em 4 °C

e 3 gde citrato de sddio

e 100 mL solucao salina 0,9%
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Solucéo de trabalho
* Preparar no dia da utilizagdo e manter refrigerada em 4 °C
* Solugdo 1: 20 pL
* Solugdo 2: 10 pL
e Solugdo 3: 10 pL
® Solugdo 4: 960 pL

Preparo da amostra

e 10 L sémen.

20 pL da solugéo de trabalho (este volume pode variar de acordo com a concentragédo
da amostra).

Incubar 8 minutos no banho Maria a 36 °C.

Colocar uma goticula na lamina (10 pL), cobrir com laminula e fazer a leitura utilizando
filtro de 460-510/460-610 nm de excitagdo/emisséo, respectivamente.

Contar 200 espermatozoides em aumento de 1.000x.

Modo de avaliacédo

e Espermatozoide vivo integro: ndo sdo observados na florescéncia, apenas em campo
claro.

e Espermatozoide vivo integro com acrossoma reagido: corado com um contorno ver-
de na regido do acrossoma.

e Espermatozoide morto integro: corado de vermelho.

e Espermatozoide morto com acrossoma reagido: corado de vermelho com acrossoma
corado de verde.

Avaliacdes de integridade de DNA com sondas
fluorescentes

Alaranjado de acridine

Preparo da solucdo de alaranjado de acridine
e 20 mg de alaranjado de acridine.
e 100 mL de dgua milli-Q.

e Estocar em vidro &mbar na geladeira por um més.

Solucao de Acido Citrico (80 mM/L) e Fosfato Sédico Dibéasico (15 mM/L)
e 1,53 gdeacido citrico (PM=192,13).
e 0,213 g de fosfato sédico dibésico (PM=142).
e 100 mL de agua milli-Q.

e Estasolucdo deve ser fresca e ter o pH ajustado para 2,5.

Procedimento para preparagdo da amostra

e Descongelar as amostras e centrifugar com 2 mL de Tyrode’s Almbumin Lactate Pyru-
vate (TALP) para retirada do crioprotetor (700 giros (g) por 3 minutos).

® lavar 3 vezes com a solugédo TALP.
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Reconstituir o pellet final com TALP (quantidade suficiente para realizar um bom esfre-
gaco da amostra).

Confeccionar 3 esfregacos de cada amostra e fixa-los por toda a noite em solucédo de
Carnoy fresca (3 partes de metanol e 1 parte de acido acético).

Secar os esfregacos.

Incubar as laminas preparadas com a solucédo de acido citrico e fosfato sédico dibasico
aquecida a 75 °C durante 5 minutos.

Secar as laminas.
Corar com a solugdo de alaranjado de acridine por 5 minutos em um ambiente escuro.

Lavar bem a frente da lamina com jatos de dgua destilada para retirar todo excesso
de corante.

Selecionar o campo de leitura, colocar uma pequena gota de dgua destilada, colocar uma
laminula em cima, tirar o excesso da solugdo com papel toalha e finalmente vedar com
esmalte.

Fazer a leitura imediatamente apds a preparacdo da lamina em ambiente escuro, utilizando
o filtro com comprimento de onda de emisséo e excitacdo de 490 nm/530 nm, respecti-
vamente.

Contar no minimo 200 células em aumento de 400x e 1.000x.

Modo de avaliacado

Considerar os espermatozoides corados de verde como cromatina integra e os esper-

matozoides emitindo cor diferente do verde (amarelo, vermelho ou laranja) como cromatina

danificada.

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick end Labeling Assay

(Tunel)

Preparo das solucdes

Tampéo fosfato salino (PBS) - pH 7,1.

Fracdo A = fosfato monobasico (NaH2PO4H20).
2,76 g em 100 mL de dgua destilada.

Fracdo B = fosfato dibasico (Na2HPO412H20).
7,17 g em 100 mL de &dgua destilada.

Solugdo final - misturar as fracdes A e B para obter o pH 7,1 (33 mL da Solucéo A e
67 mL da Solugdo B) em temperatura ambiente.

Solugdo de lavagem

100 mL de PBS.
0,1 g de Albumina sérica bovina (BSA) fatty acid free.

Armazenar a solucdo na geladeira a 4 °C por uma semana.

Solucado de DNAse (para controle positivo)

Preparar as aliquotas e armazenar no freezer.
BSA 400 mM (0,0025 g em 1 mL de PBS) - aliquotas de 5 pL.
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e MgCl250mM (0,001 gem 1 mL de dgua destilada) - aliquotas de 6 pL.
e DNAse 50 U/mL (0,0001 g em 100 mL de dgua destilada) - aliquotas de 0,6 pL.

Solucado de DNAse (para controle positivo) - 50 pyL de solucéo
e 5pulLdeBSA.
e 6 puLde MgCl2.
e 0,5puLde DNAse.
e 38,5 pL de dgua milli-Q.

e Asolucao deve ser fresca. Preparar e manter no gelo.

Solucao Permeabilizadora (15 mL de solugéo)
e 75 pLde Triton X-100 (0,5%).
e 0,015 g de citrato de sddio.
* 14,925 mL de solugéo de lavagem.

* Armazenar a solucdo na geladeira (4 °C).

Corante Fluorescente Hoechst 33342 (controle negativo) - 1 mL de solucédo
* 1 mgde Hoechst 33342.
* 1 mLde dgua milli-Q.
e Aliquotar 9 pL e deixar armazenado no freezer.
e Na hora do uso diluir 9 uyLem 1,5 mL de PBS.

Paraformaldeido a 10% - 25 mL de solugéo
e 2,5gde paraformaldeido.
* 1 a2gotas de NaOH (8M).
e 25 mL de dgua milli-Q.

Orientagbes de Preparo

e Adicionar 2,5 g de formaldeido em 12 mL de dgua milli-Q aquecida a 60 °C e
homogeneizar.

e Pingar 1 a 2 gotas de NaOH (8M) e verificar a mudanca de cor, deve ficar
transltcido.

e Completar com dgua milli-Q até 25 mL.

Paraformaldeido a 4% (Diluigao final) - 10 mL de solugao
e 4 mLde paraformaldeido a 10%.
e 2 mLdePBS.
* 4 mLdeagua milli-Q.

Solucao de Reacdo Tunel (RocheOGermany -11684795910-)
e 500 pL de solucédo.
e 50 plL de solugdo enzimatica.
e 450 pL de solugdo label (tampé&o).

* Misturar bem e manter no gelo e no escuro.
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Procedimento para preparagdo da amostra

Descongelar a amostra de sémen (usar 0,5 mL de sémen fresco ou congelado).

Centrifugar o sémen a 700 giros (g) por 5 minutos (2x) em 1 mL de solugdo de
lavagem a 37 °C.

Ressuspender o pellet com 1 mL de paraformoldeido 4% e incubar por 1 hora a
temperatura ambiente.

Adicionar 1 mL de solugéo de lavagem a 37 °C e centrifugar a 700 giros (g) por 5
minutos.

Diluir o pellet com solucdo permeabilizadora e incubar por 1 hora a 4 °C (geladeira).

Adicionar 1 mL de solucéo de lavagem a 37 °C e centrifugar a 700 giros (g) por 5
minutos.

Diluir com 50 pL solucdo de lavagem.

Controle negativo: 10 yL de amostra com 50 plL da solucéo label (ndo colocar a
solucdo de reacdo do Tunel) - incubar por 20 minutos a temperatura ambiente.

Controle positivo: 10 yL da amostra e 20 yL de DNAse - incubar por 20 minutos a
temperatura ambiente. Adicionar 30 pL da solugcédo de reagédo do Tunel.

Amostra teste: 30 uL da amostra com 30 pL da solucéo Tunel.

Incubar as amostras por 1 horaa 37 °C no escuro em uma camara umida (recipien-
te fechado, encapado com papel aluminio com dgua a 37 °C).

Adicionar 1 mL de solucdo de lavagem a 37 °C (nas 3 amostras) e centrifugar a
700 giros (g) por 5 minutos.

Contra-corar as amostras com Hoechst - 40 pL por 30 minutos a temperatura
ambiente.

Centrifugar a 700 giros (g) por 5 minutos.
Ressuspender com 30 pL de solugdo de lavagem.

Preparar a lamina (10 pyL da amostra) - a laminula pode ser vedada com esmalte
nas bordas.
Analisar em microscépio de epifluorescéncia com filtro de comprimento de onda

para Hoechst com excitagcdo de 365 nm e emisdo de 420 nm e Isotiocianato de
fluoresceina (FITC) - excitacdo de 450 nm e emissdo de 515 nm.

Modo de avaliagdo

Amostra teste

Tunel positivo (DNA fragmentado) - corado de verde.

Tunel negativo (DNA integro) - corado de azul.

Controle positivo

Todos os espermatozoides com Tunel positivo - a DNAse rompe o DNA e todos
sdo corados de verde.

Controle negativo

Todos os espermatozoides com Tunel negativo (integros) - sem agdo da DNAse e
sdo corados de azul.
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Teste para capacitagcao espermatica: hidroclorito de
clortetraciclina (CTC)

Preparo das solugdes
* Solugdo de 1,4-Diazabicyclo [2.2.2.] Octane, DABCO: 0,22 M.
e 10 mLdePBS pH7,4.
e 0,247 g de DABCO (Sigma D2522).

e Aliquotar em volumes de 60 pL e conservar a -20 °C.

Solugdo de glutaraldeido (50%) em TRIS (2,5M)
e 0,302 g de trizma base.
e 1 mLdeagua milli Q.
e 1 mlL de solucédo de glutaraldeido.

® Preparar diariamente.

Solucéo estoque de TRIS-NaCl : 20 mM/130 mM. pH 7,8
e 1,21 gde Trizma base.
e 3,8 gdeNaCl.
e 500 mL de dgua milli-Q.

e Aliquotar em volumes de 10 mL e conservar a -20 °C.

Solugado de trabalho de CTC
e 10 mL de solucédo estoque de TRIS-NaCl.
e 00,0038 gde CTC.
e 00,0088 g de L-Cisteina.

e Preparar diariamente a solugao de trabalho e estocar a 4 °C protegido da luz.

e Diluir uma amostra de sémen (10 pL) em uma solugdo de corante de CTC (15 pl),

preparada de acordo como descrito abaixo:

e Colocar uma aliquota de 10 pL de solucdo de corante com sémen sobre uma |a-

mina e cobrir com uma laminula.

* Manter a amostra em caixa lacrada contendo dgua para manter a umidade, prote-

gida da luz, a temperatura de 4 °C por aproximadamente 4 a 5 horas.

e Fazer leitura de 200 células espermaticas em microscépio de epifluorescéncia
com filtro de comprimento de onda de 494/517 de excitacdo/emisséo, respecti-

vamente em aumentos de 200x e 400x.

Modo de avaliacdo

e Espermatozoides que apresentarem fluorescéncia brilhante em toda a cabecga:

padrao nao capacitado.

e Espermatozoides que apresentarem auséncia ou baixa fluorescéncia na regiao
pds acrossomal e fluorescéncia brilhante na regido acrossomal: padrao capacita-

do.

e Espermatozoides que apresentarem auséncia ou baixa fluorescéncia na cabeca,

com um anel fluorescente na regido equatorial: padrdo reagido.
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Teste de ligagao a zona pelucida (ZP)

Para este teste, utilizar ovdcitos imaturos, ovdcitos maturados in vitro ou ovdcitos imaturos
obtidos de ovarios refrigerados.

Preparacdo dos ovocitos imaturos refrigerados

Coletar ovérios em abatedouro e transportar em PBS estéril.
No laboratério lavar os ovarios e armazenar em PBS a 4 °C durante 24 horas.
Aspirar os foliculos de 3 mm a 6 mm de didametro.

Selecionar os ovécitos com mais de 3 camadas de células do cumulus e citoplasma
uniforme.

Passar os ovdcitos no vortex em PBS suplementado com 10% de soro fetal bovinos
(SFB) por 4 minutos para retirar as células do cumulus.

Preparacdo do sémen e incubacao

Descongelar uma palheta de sémen.
Colocar em um tubo de centrifuga 15 mL.
Acrescentar 5 mL de PBS e centrifugar duas vezes a 300 giros (g) por 15 minutos.

Retirar o sobrenadante e diluir o pellet com 250 pyL a 500 pL de meio Tyrode's Al-
bumin Lactate Pyruvate (TALP).

Avaliar a motilidade e a concentracéo.

Observacado: Os espermatozoides podem ser pré-incubados com Hoechst ou néo.
Adicionar na placa 10 gotas de 10 pL da solugdo contendo 1 x 10 espermatozoi-
des méveis/mL e cobri-las com éleo mineral ou de silicone.

Adicionar um ovécito em cada gota e incubar espermatozoides/ovécitos por 4
horas a 38,5°Cea 5% de CO,.

Apds a coincubacdo lavar de 7 a 10 vezes cada ovécito em meio TALP para remo-
cdo dos espermatozoides fracamente ligados a ZP.

Colocar ovécitos entre [amina e laminula e fazer a contagem dos espermatozoi-
des ligados a ZP em microscopia de contraste de fase.

Para a leitura, também pode-se colocar os ovécitos apds a lavagem em uma solu-
cdo de iodeto de propideo e avaliar em microscépio de epifluorescéncia.

Meio Tyrode's Albumin Lactate Pyruvate (TALP)

5,772 g de NaCl

0,231 g de KCl

0,042 g de NaH,PO,

0,294 g de CaCl,,2H,0O

0,223 g de MgCl,

3,700 mL de Lactic Acid (Na-Salt)
2,603 g de Hepes (Na-Salt)
2,100 g de NaHCO3

998 mL de H,0
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Teste de fecundacido com coloracado lacmoide

Fazer fecundacéo in vitro dos ovécitos previamente maturados in vitro.

Apds 12 a 18 horas de fecundagdo, desnudar completamente os possiveis zigotos
com o auxilio de uma pipeta de 200 pL.

Colocar os zigotos em solugao fixadora de etanol e acido acético (3:1 v/v), man-
tendo-os na solucdo por no minimo 24 horas.

Colocar os zigotos sobre uma lamina coberta por uma laminula sustentada por parafi-
na nas laterais, evitando que a laminula rompa os zigotos.

Lavar os zigotos com solucdo de lacmoide 1% em acido acético glacial 45% por 30
segundos.

Retirar o excesso de corante lavando os zigotos com solucao fixadora de etanol e &ci-
do acético (3:1 v/v).

Fazer leitura dos zigotos fecundados em microscédpio ético com aumento de 1.000 x.

Modo de avaliacdo

Considerar fecundados todas as estruturas que apresentarem: presenca de cromatina
feminina e de espermatozoides no citoplasma, cabeca descondensada, dois ou mais
pré-nucleos ou primeira divisdo celular.

Preparo das solucgdes

1 g de lacmoide.
45 mL de acido acético 100 mL de dgua milli-Q.

Filtrar a solugdo em filtro de papel.



Capitulo 3

Atlas Microfotografico

Antdnio Emidio Dias Feliciano Silva; Carlos Frederico Martins;
Carolina Gonzales da Silva; Elisa Ribeiro da Cunha; José de Oliveira
Carvalho; Margot Alves Nunes Dode

A sequir, serdo apresentadas figuras de espermatozoides que auxiliardo na avaliacdo do
sémen congelado pelo veterinario de campo ou na pesquisa laboratorial. As imagens estdo di-
vididas em espermatozoides normais (Figuras 1 a 7), defeitos de cabeca espermatica (Figuras
8 a 44), defeitos de pecga intermediaria (Figuras 45 a 62), defeitos de cauda espermética (Fi-
guras 63 a 81), outros elementos (Figuras 82 a 83) e avaliagdes esperméticas complementares
(Figuras 84 a 121).

Espermatozoides Normais

Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 1. Espermatozoides normais corados com Trypan Blue e Giemsa. Microscopia de campo claro (aumen-
to de mil vezes).
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Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 2. Aglomerado de espermatozoides normais corados com Trypan Blue e Giemsa. Microscopia de cam-
po claro (aumento de mil vezes).
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Figura 3. Aglomerado de espermatozoides normais corados com Trypan Blue e Giemsa. Microscopia de cam-
po claro (aumento de mil vezes).
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Foto: Elisa Ribeiro da Cunha

Figura 4. Espermatozoides normais corados com rosa bengala. Microscopia de campo claro (aumento de
quatrocentas vezes).
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Figura 5. Espermatozoides normais corados com rosa bengala. Microscopia de campo claro (aumento de mil
vezes).
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Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 6. Espermatozoides normais com cabecas aglutinadas. Microscopia de contraste de fase (aumento de
mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 7. Espermatozoides normais com cabecas aglutinadas. Microscopia de contraste de fase (aumento de
mil vezes).
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Defeitos de Cabeca Espermatica

¥

Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 8. Espermatozoide macrocefélico (seta preta) ao lado de um espermatozoide com peca intermediaria
(seta branca) . Microscopia de contraste de fase (aumento de mil vezes).
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 9. Espermatozoide com acrossoma rugoso corado com rosa bengala. Microscopia de campo claro
(aumento de mil vezes).
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Figura 10. Espermatozoide gigante no meio de varios normais. Observar a desproporcionalidade de tama-
nho de toda estrutura espermatica. Microscopia de contraste de fase (aumento de cem vezes).
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Figura 11. Espermatozoide microcéfalico (seta). Coloragcdo com rosa bengala. Microscopia de campo claro
(aumento de quatrocentas vezes).

Foto: Carolina Gonzales da Silva

Foto: Elisa Ribeiro da Cunha
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Foto: Elisa Ribeiro da Cunha

Figura 12. Espermatozoide microcéfalico. Coloracdo com rosa bengala. Microscopia de campo claro
(aumento de quatrocentas vezes).
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Figura 13. Espermatozoide com formato de cabeca anormal (seta). Microscopia de contraste de fase (aumen-
to de quatrocentas vezes).
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Figura 14. Espermatozoide com cabeca piriforme (seta). Microscopia de contraste de fase (aumento de
quatrocentas vezes).

Figura 15. Espermatozoide com forma teratoldgica (seta). Microscopia de contraste de fase (aumento de
quatrocentas vezes).

Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva

Foto: José Oliveira Carvalho
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Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 16. Espermatozoide com forma teratolégica. Microscopia de contraste de fase (aumento de quatro-
centas vezes).

Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 17. Espermatozoide com cabeca piriforme (seta). Coloragdo com rosa bengala (aumento de quatro-
centas vezes).
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Figura 18. Espermatozoide estreito na base. Microscopia de contraste de fase (aumento de quatrocentas
vezes).

N

Figura 19. Espermatozoide com cabeca piriforme corado com Giemsa. Microscopia de campo claro (aumen-
to de quatrocentas vezes).

Foto: Margot Alves Nunes Dode

Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva
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Foto: Antédnio Emidio Dias Feliciano Silva

Figura 20. Espermatozoide com cabeca piriforme (seta) corado com alaranjado de acridine. Microscopia de
epifluorescéncia (aumento de quatrocentas vezes).

Foto: Antdnio Emidio Dias Feliciano Silva

Figura 21. Espermatozoide com cabeca estreita na base. Microscopia de contraste de fase (aumento de
quatrocentas vezes).
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Foto:Anténio Emidio Dias Feliciano Silva

Figura 22. Espermatozoide com cabeca estreita na base (seta). Microscopia de contraste de fase (aumento
de quatrocentas vezes).
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Figura 23. Espermatozoide com cabeca estreita na base (seta). Microscopia de contraste de fase (aumento de
quatrocentas vezes).
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 24. Espermatozoide com formato de cabeca anormal (seta preta) e presenca de gota citoplasmética
distal (seta branca). Microscopia de contraste de fase (aumento de quatrocentas vezes).

Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 25. Espermatozoide apresentando estreitamento na base. Microscopia de contraste de fase (aumento
de quatrocentas vezes).
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Figura 26. Espermatozoide com cratera (seta branca) e gota citoplasmatica distal (seta preta). Microscopia
de contraste de fase (aumento de quatrocentas vezes).

Figura 27. Espermatozoide com cratera (seta branca) e cauda fortemente enrolada (seta preta). Microscopia
de contraste de fase (aumento de quatrocentas vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Foto: José Oliveira Carvalho
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Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 28. Espermatozoide com cabeca estreita na base (seta preta) e cauda fortemente dobrada com
gota citoplasmatica distal (seta branca). Microscopia de contraste de fase (aumento de quatrocentas vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 29. Espermatozoide com acrossoma com knobbed sperm (seta). Microscopia de contraste de fase
(aumento de mil vezes).
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Figura 30. Espermatozoide com acrossoma com knobbed sperm (seta) e gota citoplasmatica proximal. Mi-
croscopia de contraste de fase (aumento de mil vezes).

& » e
Figura 31. Espermatozoide com acrossoma com knobbed sperm (seta). Microscopia de contraste de fase
(aumento de mil vezes).

Foto: Margot Alves Nunes Dode

Foto: Carlos Frederico Martins
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Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva

Figura 32. Espermatozoide com cratera na cabeca (seta). Microscopia de contraste de fase (aumento de mil
vezes).
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Figura 33. Espermatozoide com acrossoma vacuiolos (seta branca) e gota citoplasmética proximal na peca
Intermediaria (seta preta). Microscopia de contraste de fase (aumento de mil vezes).
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Figura 34. Espermatozoide com contorno anormal na cabeca (seta). Microscopia de contraste de fase (au-
mento de mil vezes).

Figura 35. Espermatozoide com acrossoma rugoso (seta). Coloragdo com Trypan Blue e Giemsa. Microscopia
de campo claro (aumento de mil vezes).

Foto: Carlos Frederico Martins

Foto: Carlos Frederico Martins
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Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 36. Espermatozoide com acrossoma destacado (seta). Coloragdo com Trypan Blue e Giemsa. Mi-
croscopia de campo claro (aumento de mil vezes).

Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 37. Espermatozoides com Pouch formation (setas). Microscopia de contraste de fase (aumento de mil
vezes).
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Figura 38. Espermatozoide com cabeca isolada normal (seta). Microscopia de contraste de fase (aumento de
mil vezes).

Figura 39. Espermatozoides com cabecas isoladas (setas) coradas com Giemsa. Microscopia de contraste de
fase (aumento de duzentas vezes).

Foto: Margot Alves Nunes Dode

Foto: Margot Alves Nunes Dode
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Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 40. Espermatozoide com cabeca isolada patoldgica (piriforme, seta). Microscopia de contraste de fase
(aumento de cem vezes).

Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 41. Espermatozoides com Pouch formation (seta preta) e fratura de peca intermediaria (seta azul).
Microscopia de contraste de fase (aumento de quatrocentas vezes).
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Figura 42. Espermatozoide com cabeca dupla (seta). Microscopia de contraste de fase (aumento de quatro-
centas vezes).

Figura 43. Espermatozoide com cabeca dupla. Microscopia de contraste de fase (aumento de quatrocentas
vezes).

Foto: Margot Alves Nunes Dode

Foto: José Oliveira Carvalho
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 44. Espermatozoide com cabeca dupla. Microscopia de contraste de fase (aumento de quatrocentas
vezes).
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Defeitos de Peca Intermediaria

Foto: Carlos Frederico Martins

’i.‘.f-.“.t.la'a' il ol S b Sy oo Uy o RS O Tl R
Figura 45. Espermatozoide com espessamento de peca intermedidria, gota citoplasmatica proximal e base
estreira (seta). Coloracdo com rosa bengala (aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 46. Espermatozoide com fratura de peca intermediaria (seta). Microscopia de contraste de fase (au-
mento de quatrocentas vezes).
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 47. Espermatozoide com fratura de peca intermediaria (seta preta) e espermatozoide com cabeca
isolada normal (seta branca). Microscopia de contraste de fase (aumento de mil vezes).

Foto: Elisa Ribeiro da Cunha
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Figura 48. Espermatozoide com fratura de peca intermediaria (seta). Coloragcdo com rosa bengala. Microsco-
pia de campo claro (aumento de quatrocentas vezes).
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Figura 49. Espermatozoide com peca intermediaria fibrilar (seta) . Microscopia de contraste de fase (aumento
de quatrocentas vezes).

pia de campo claro (aumento de quatrocentas vezes).

Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva

Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 51. Espermatozoide com gota citoplasmatica distal. Microscopia de contraste de fase (aumento de
quatrocentas vezes).

Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 52. Espermatozoide com gota citoplasmatica distal na pega intermediaria (seta). Microscopia de con-
traste de fase (aumento de quatrocentas vezes).



60

Atlas de Morfologia Espermatica Bovina

Figura 53. Espermatozoide com gota citoplasmatica na porcdo proximal (seta) da pega intermediaria.
Microscopia de contraste de fase (aumento de mil vezes).

Figura 54. Espermatozoide com gota citoplasmética proximal (seta) na peca intermediaria. Microscopia de
contraste de fase (aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Foto: José Oliveira Carvalho
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 55. Espermatozoide com gota citoplasmatica proximal (seta preta) e gota citoplasmatica distal (seta
branca) na peca intermediaria e cauda dobrada com gota citoplasmética (seta azul). Microscopia de contraste
de fase (aumento de mil vezes).
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Figura 56. Espermatozoide com insercdo de peca intermediaria abaxial (seta). Microscopia de contraste de
fase (aumento de duzentas vezes).
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 57. Espermatozoide com inser¢do de peca intermediéria abaxial (seta). Coloragdo com Trypan Blue e
Giemsa. Microscopia de campo claro (aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 58. Espermatozoide com insercdo de cauda abaxial. Microscopia de contraste de fase (aumento de
quatrocentas vezes).



Capitulo 3 - Atlas Microfotografico

Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 59. Espermatozoide com insercdo retroaxial de peca intermedidria e cauda fortemente enrolada
(seta). Microscopia de contraste de fase (aumento de mil vezes).

Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva

Figura 60. Espermatozoide com gota citoplasmatica distal (seta preta) na pega inter-
medidria e acrossoma rugoso (seta branca). Microscopia de contraste de fase (aumento
de mil vezes).
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Figura 61. Espermatozoide com insercdo da cauda retroabaxial. Microscopia de contraste de fase (aumento
de mil vezes).

Figura 62. Espermatozoide com insercdo da cauda retroaxial (seta). Microscopia de contraste de fase
(aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Foto: José Oliveira Carvalho
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Defeitos de Cauda Espermatica

Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 63. Espermatozoide com cauda dobrada. Microscopia de contraste de fase (aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 64. Espermatozoide com cauda fortemente dobrada com gota citoplasméatica. Microscopia de
contraste de fase (aumento de quatrocentas vezes).
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 65. Espermatozoide com cauda fortemente dobrada com gota citoplasmatica. Microscopia de con-
traste de fase (aumento de quatrocentas vezes).

Foto: Margot Alves Nunes Dode

. . s i = T ol N - 14 - 3
Figura 66. Espermatozoide com cauda fortemente enrolada (seta preta) e gota citoplasmatica proximal (seta
branca). Microscopia de contraste de fase (aumento de quatrocentas vezes).
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Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 67. Espermatozoide com cauda fortemente enrolada. Microscopia de contraste de fase (aumento de
quatrocentas vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 68. Espermatozoide com cauda fortemente enrolada (seta). Microscopia de Contraste de fase
(aumento de quatrocentas vezes).
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Figura 69. Espermatozoide com com cauda fortemente dobrada com gota citoplasmaética distal. Microscopia
de contraste de fase (aumento de mil vezes).

Figura 70. Espermatozoide com cauda enrolada. Microscopia de contraste de fase (aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Foto: Margot Alves Nunes Dode
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Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 71. Espermatozoide com cauda fortemente enrolada. Microscopia de contraste de fase (aumento de
quatrocentas vezes).

Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva

Figura 72. Espermatozoides com cauda dobrada (setas brancas) e enrolada (seta preta). Coloracdo com
Trypan Blue e Giemsa. Microscopia de campo claro (aumento de mil vezes).
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Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 73. Espermatozoide com cauda fortemente dobrada. Microscopia de contraste de fase (aumento de
mil vezes).

©
<
c
S
Q
©
e
o
=
[0
2
oz
©
2
w
5
2
o
i

Figura 74. Espermatozoide com cauda fortemente dobrada (seta). Coloragdo com rosa bengala. Microscopia
de campo claro (aumento de duzentas vezes).
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Foto: Carolina Gonzales da Silva

Figura 75. Espermatozoide com cauda fortemente enrolada. Microscopia de contraste de fase (aumento de
quatrocentas vezes).
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Figura 76. Espermatozoide com cauda fortemente enrolada e alteracdo em peca intermediaria. Coloragdo
com rosa bengala (aumento de quatrocentas vezes).
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Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva

Figura 77. Espermatozoide com cauda fortemente enrolada. Coloragdo com Giemsa. Microscopia de campo
claro (aumento de quatrocentas vezes).
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Figura 78. Espermatozoide com cauda fortemente dobrada com gota citoplasmética distal. Microscopia de
contraste de fase (aumento de mil vezes).
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Foto: Anténio Emidio Feliciano Silva

Figura 79. Espermatozoide com cauda enrolada na cabeca (seta). Microscopia de contraste de fase (aumento
de quatrocentas vezes).
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Figura 80. Espermatozoide com cauda dupla associada a peca intermediéria dupla (seta). Microscopia de
contraste de fase (aumento de quatrocentas vezes).
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Figura 81. Espermatozoide com cauda dupla fortemente enrolada. Coloragdo com rosa bengala. Microscopia
de campo claro (aumento de mil vezes).

Foto: Carlos Frederico Martins
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Outros Elementos Seminais

Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva

igura 82. Forma teratolégica medusa (seta). Microscopia de contraste de fase (aumento de mil vezes).

bt |

Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva

Figura 83. Célula de descamacéo (seta). Microscopia de contraste de fase (aumento de mil vezes).
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Avaliacoes Espermaticas Complementares

Foto: Elisa Ribeiro da Cunha

Figura 84. Espermatozoide corado por rosa bengala para avaliacdo morfoldgica. Espermatozoide com gota
citoplasmatica proximal (aumento de mil vezes).

v

Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 85. Espermatozoides corados Giemsa apresentando auséncia de acrossoma (seta branca), destaca-
mento de acrossoma (seta preta) e cauda fortemente enrolada (seta azul) (aumento de quatrocentas vezes).
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Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 86. Espermatozoides corados por Giemsa para avaliagdo morfolégica. Espermatozoide com cauda
enrolada (seta) (aumento de mil vezes).

Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva

Figura 87. Espermatozoide submetido ao teste hiposmético para avaliagdo de integridade de membrana
plasmética. Espermatozoide com cauda dobrada classificado como integro. Microscopia de contraste de fase
(aumento de mil vezes).
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 88. Espermatozoides submetido ao teste hiposmético para avaliagcdo de integridade de membrana
plasmética. Espermatozoides com cauda dobrada (seta branca) classificados como integros e espermato-
zoides sem dobra de cauda (seta preta) classificados como lesados. Microscopia de contaste de fase (aumento
de quatrocentas vezes).

Foto: Carolina Gonzales da Silva

Figura 89. Espermatozoides corados com eosina e nigrosina para avaliagdo de integridade de membrana
plasmética. Espermatozoides ndo corados (seta branca) sdo classificados como integros e espermatozoides
corados de rosa/roxo (seta preta) sdo classificados como lesados. Microscopia de campo claro (aumento de
duzentas vezes).
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Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 90. Espermatozoides corados com eosina nigrosina para avaliagdo de integridade de membrana
plasmaética. Espermatozoide nao corado é classificado como integro (seta branca) e espermatozoide corado
de rosa/roxo (seta preta) é classificado como lesado. Microscopia de campo claro (aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 91. Espermatozoides corados com eosina nigrosina para avaliagdo de integridade de membrana
plasmética. Espermatozoides ndo corados (seta branca) séo classificados como integro e espermatozoide
corado de roxo (seta preta) é classificado como lesado. Microscopia de campo claro (aumento de mil vezes).
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Figura 92. Espermatozoides corados com sonda fluorescente diacetato de 6 carboxifluoresceina (CFDA) e
iodeto de propideo (IP) para avaliacdo de integridade de membrana plasmatica. Espermatozoide corado
de verde é classificado como integro e espermatozoide corado de vermelho é classificado como lesado. Mi-
croscopia de epifluorescéncia (aumento de cem vezes).

Figura 93. Espermatozoides corados com sonda fluorescente diacetato de 6 carboxifluoresceina (CFDA) e
iodeto de propideo (IP) para avaliacdo de integridade de membrana plasmatica. Espermatozoide corado de
verde é classificado como integro, e corado de vermelho é classificado como lesado. Microscopia de epifluo-
rescéncia (aumento de mil vezes).

Foto: Carolina Gonzales da Silva

Foto: José Oliveira Carvalho
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Figura 94. Espermatozoide corado pela conjugacdo da sonda fluorescente isoticianato de fluotresceina
- FITC com lecitina de amendoim (Peanut aglutinin - PNA), e iodeto de propideo (IP) para avaliacdo da in-
tegridade de acrossoma. Espermatozoide vivo com acrossoma reagido (A) apresenta-se corado apenas na
regido acrossomal. Espermatozoide morto com acrossoma reagido (B) apresenta-se corado com FITC-PNA
e IP. Espermatozoide morto com acrossoma integro (C) apresenta-se corado apenas com IP. Microscopia de
epifluorescéncia (aumento de mil vezes).

Figura 95. Espermatozoide corado com corante fluorescente diacetato de 6 carboxifluoresceina (CFDA) e
iodeto de propideo (IP) para avaliacdo de integridade de membrana plasmatica. Espermatozoide corado de
vermelho é classificado como lesado. Microscopia de epifluorescéncia (aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Foto: José Oliveira Carvalho
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Figura 96. Espermatozoide corado com sonda fluorescente diacetato de 6 carboxifluoresceina (CFDA) e
iodeto de propideo (IP) para avaliacdo de integridade de membrana plasmatica. Espermatozoide corado de
verde é classificado como integro. Microscopia de epifluorescéncia. (aumento de mil vezes).

Figura 97. Espermatozoide corado com hidroclorido de clortetraciclina (CTC) apresentando baixa fluorescén-
cia na regido pés-acrossomal e fluorescéncia brilhante na regido acrossomal (padrao capacitado). Microscopia
de epifluorescéncia (aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Foto: José Oliveira Carvalho
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Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 98. Espermatozoide corado com hidroclorido de clortetraciclina (CTC) apresentando fluorescéncia em
toda a cabeca (padrdo ndo capacitado). Microscopia de epifluorescéncia (aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 99. Espermatozoides corados com hidroclorido de clortetraciclina (CTC) apresentando baixa fluo-
rescéncia na regido acrossomal (padrdo capacitado; seta azul) ou baixa fluorescéncia na cabega, com um anel
brilhante na regido equatorial (padrao reagido; seta branca). Microscopia de epifluorescéncia (aumento de
quatrocentas vezes).
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Figura 100. Espermatozoide corado com hidroclorido de clortetraciclina (CTC) apresentando baixa flu-
orescéncia com um anel brilhante na regido equatorial (padrdo reagido). Microscopia de epifluorescéncia
(aumento de mil vezes).

Figura 101. Espermatozoides corados com Trypan Blue e Giemsa para avaliagdo de integridade de membra-
na plasmatica e acrossoma. Espermatozoides com cabeca azul (seta branca) séo classificados como lesados
e com cabecga rosa (seta preta) como integros. Acrossomas corados sdo classificados como n&o reagidos.
Microscopia de campo claro (aumento de mil vezes).

Foto: Margot Alves Nunes Dode

Foto: Margot Alves Nunes Dode
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Figura 102. Espermatozoide corado com Trypan Blue e Giemsa para avaliagdo de integridade de membrana
plasmética e acrossoma. Espermatozoide com cabeca azul, classificado como lesado e acrossoma corado,
classificado como n3o reagido. Microscopia de campo claro (aumento de quatrocentas vezes).

Foto: Margot Alves Nunes Dode

o I

Figura 103. Espermatozoides corados com Trypan Blue e Giemsa para avaliacdo de integridade de mem-
brana plasmética e acrossoma. Espermatozoides com cabeca azul, classificados como lesados e acrossoma
descorado, classificado como reagido. Microscopia de campo claro (aumento de mil vezes).
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Figura 104. Espermatozoide corado com Trypan Blue e Giemsa para avaliagdo de integridade de membrana
plasmatica e acrossoma. Espermatozoide com regido pds-acrossomal azul, classificado como lesado e acros-
soma descorado, classificado como reagido. Microscopia de campo claro (aumento de mil vezes).

Figura 105. Espermatozoides corados com Trypan Blue e Giemsa para avaliacdo de integridade de mem-
brana plasmética e acrossoma. Espermatozoides com cabeca azul e acrosoma descorado classificado como
lesado e acrossoma reagido (seta preta); espermatozoide corado em rosa e acrossoma descorado classificado
como integro e acrosoma reagido (seta branca); espermatozoide corado em rosa e acrosoma corado classi-
ficado como integro e acrossoma integro (seta azul). Microscopia de campo claro (aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Foto: José Oliveira Carvalho
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Figura 106. Espermatozoides corados com Trypan Blue e Giemsa para avaliacdo de integridade de mem-
brana plasmatica e acrossoma. Espermatozoides com a regido pés-acrossomal azul sdo classificados como
lesados e com regido pdés-acrossomal transparente sdo considerados integros. Acrossomas corados de rosa
sdo classificados como n&o reagidos (intactos) e acrossomas descorados como reagidos (lesados). Microsco-
pia de campo claro (aumento de mil vezes).

Foto: Anténio Emidio Dias Feliciano Silva
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Figura 107. Espermatozoides corados pela conjugacédo da sonda fluorescente isoticianato de fluotresceina
- FITC com lecitina de amendoim (Peanut aglutinin - PNA), e iodeto de propideo (IP) para avaliacdo da inte-
gridade de acrossoma. Espermatozoide vivo com acrossoma integro (1) visualizado no contraste de fase (A)
n3o se apresenta corado com a conjugacao de FITC-PNA e IP quando avaliado em epifluorescéncia (B). Espe-
rmatozoide morto com acrossoma reagido (2) visualizado no contraste de fase (A) apresenta-se corado com
FITC-PNA e IP (4) quando observado em miscroscépio de epifluorescéncia (B). Espermatozoide morto com
acrossoma integro (3) visualizado no contraste de fase (A), apresenta-se corado apenas com IP (5) quando
observado em microscopia de epifluorescéncia (B).

Fotos: Carolina Gonzales da Silva
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Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 108. Espermatozoide corado pela conjugacdo da sonda fluorescente isoticianato de fluotresceina
- FITC com lecitina de amendoim (Peanut aglutinin - PNA), e iodeto de propideo (IP) para avaliagdo da integ-
ridade de acrossoma. Espermatozoide morto com acrossoma reagido apresenta-se corado com FITC-PNA e
IP. Microscopia de epifluorescéncia (aumento de quatrocentas vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Figura 109. Espermatozoide corado pela conjugacdo da sonda fluorescente isoticianato de fluotresceina
- FITC com lecitina de amendoim (Peanut aglutinin - PNA), e iodeto de propideo (IP) para avaliagdo da integ-
ridade de acrossoma (aumento de quatrocentas vezes).
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Figura 110. Espermatozoide corado pela conjugagdo da sonda fluorescente isoticianato de fluotresceina
- FITC com lecitina de amendoim (Peanut aglutinin - PNA), e iodeto de propideo (IP) para avaliagdo da inte-
gridade de acrossoma. Espermatozoide morto com acrossoma reagido apresenta-se corado com FITC-PNA
e IP. Espermatozoide vivo com acrossoma integro (1) visualizado no contraste de fase (A) ndo se apresenta
corado com a conjugacao de FITC-PNA e IP quando avaliado em epifluorescéncia (B). Espermatozoide morto
com acrossoma integro (2) visualizado no contraste de fase (A) apresenta-se corado apenas com IP (3) quando
observado em microscopia de epifluorescéncia (B). Microscopia de contraste de fase (A) e epifluorescéncia
(B) do mesmo campo de leitura (aumento de quatrocentas vezes).

Fotos: José Oliveira Carvalho
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Figura 111. Espermatozoides corados pela conjugacdo da sonda fluorescente isoticianato de fluotresceina
- FITC com lecitina de amendoim (Peanut aglutinin - PNA), e iodeto de propideo (IP) para avaliacdo da inte-
gridade de acrossoma. Espermatozoide morto com acrossoma reagido (1) visualizado no contraste de fase
(A) apresenta-se corado com FITC-PNA e IP (3) quando observado em miscroscépio de epifluorescéncia (B).
Espermatozoide morto com acrossoma integro (2) visualizado no contraste de fase (A) apresenta-se corado
apenas com IP (4) quando observado em microscopia de epifluorescéncia (B). Microscopia de contraste de
fase (A) e epifluorescéncia (B) do mesmo campo de leitura (aumento de quatrocentas vezes).

Fotos: Margot Alves Nunes Dode
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Figura 112. Espermatozoides corados pelas conjugacdo da sonda fluorescente isoticianato de fluotrescei-
na - FITC com lecitina de amendoim (Peanut aglutinin - PNA), e iodeto de propideo (IP) para avaliagdo da
integridade de acrossoma. Espermatozoides vivos com acrossoma reagido observados em microscopia de
epifluorescéncia (aumento de mil vezes).

Figura 113. Espermatozoides corados com sonda fluorescente diacetato de 6 carboxifluoresceina (CFDA)
e iodeto de propideo (IP) para avaliagdo de integridade de membrana plasmatica. Espermatozoide corado
de verde é classificado como integro, corado de vermelho é classificado como lesado e corado de verde
naregido acrossomal e vermelho na base é classificado como semi lesado. Microscopia de epifluorescéncia
(aumento de mil vezes).

Foto: José Oliveira Carvalho

Foto: Margot Alves Nunes Dode



Capitulo 3 - Atlas Microfotografico

Foto: Elisa Ribeiro da Cunha

Figura 114.Espermatozoides corados com corante fluorescente JC-1 para avaliagdo de potencial mitocondrial.
Espermatozoides com peca intermedidria coradas em laranja (seta branca) sdo classificados como com alto
potencial e as coradas em verde (seta azul) como com baixo potencial. Microscopia fluorescéncia (aumento
de duzentas vezes).
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Fotos: Carlos Frederico Martins

Figura 115. Espermatozoides corados com alaranjado de acridine para avaliacdo de integridade de cromati-
na. Espermatozoides com cabecas coradas de verde (A) sdo considerados com cromatina integra e em laranja
(B) com cromatina danificada. Microscopia de epifluorescéncia (aumento de duzentas vezes).
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Foto: Carlos Frederico Martins

Figura 116. Espermatozoides corados com alaranjado de acridine para avaliagdo de integridade de cromati-
na. Espermatozoides com cabecas coradas de verde sdo considerados com cromatina integra e em laranja
(seta) com cromatina danificada. Microscopia de epifluorescéncia (aumento de quatrocentas vezes).

Fotos: Carlos Frederico Martins

10pm

Figura 117. Espermatozoides corados pelo método de Tunel para avaliacdo de fragmentacdo de DNA.
Espermatozoide com cabeca corada em verde apresenta DNA fragmentado e os espermatozoides cora-
dos de azul (DNA gendmico) representam o controle positivo da técnica. Microscopia de epifluorescéncia
(aumento de duzentas vezes).
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Figura 118. Espermatozoides bovinos liofilizados: (A) espermatozoides com lesdo de membrana plasmética
(setas) e nucleo (n) e acrossoma (a) intactos; (B) espermatozoide com membrana plasmatica danificada (seta),
mitocéndrias (m) e axonema (ax) intactos; (C) espermatozoide com membrana plasmatica danificada (seta)
e mitocéndrias intactas (m); (D) espermatozoide com microtibulos (*) e mitocdndrias (m) desorganizadas);
(E) espermatozoide com membrana plasmética (seta pm), acrossoma (a) e nucleo (n) intactos; (F) esperma-
tozoide apresentando membrana plasmaética (seta pm), mitocdndrias (m), fibras (cf) e axonema (ax) intactos.
Foto de microscopia eletrénica de transmiss&o.

Figura 119. Teste de ligagdo espermatica com corante fluorescente Hoescht. Observar espermatozoides
fluorescentes em azul ao ao redor do ovdcito em campo escuro. Microscopia de epifluorescéncia (aumentada
duzentas vezes).

Fotos: Carlos Frederico Martins

Fotos: Carlos Frederico Martins
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Foto: Margot Alves Nunes Dode

Foto: Carlos Fredrico Martins

Figura 120. Teste de ligacdo de espermatozoides bovinos a zona peldcida. Observar a grande
quantidade de espermatozoides ligados (A) e quantidade considerada normal (B) (aumento de

duzentas vezes).
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Figura 121. Teste de fecundacdo do ovdcito, corado com lacmoide a 45% em &cido acético. Presenca de dois
pré-nicleos (feminino e masculino), indicando penetracdo espermatica e descondensacio do material genético
dos dois gametas. Microscopia de campo claro (aumento de cem vezes).

Foto: Carlos Frederico Martins
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