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Introducao

Para obtencdo de resultados satisfatorios de

Resumo

Os corantes Panético Rapido e Giemsa sdo frequentemente utilizados para a avaliagdo de células de linhagem
espermatogénica, porém nenhuma destas coloragdes foi desenvolvida especificamente para o processamento tintorial
desse tipo celular. Como até presente ndo existe consenso na literatura sobre qual das técnicas de coloragdo permite a
melhor visualizagdo das células germinativas testiculares, o objetivo deste estudo foi determinar a melhor coloragdo
para esfregagos obtidos por pungdo bidpsia aspirativa testicular (PBA) de bovinos. Foram selecionados 25 machos
bovinos adultos, que sofreram PBAs em ambos os testiculos (n=50 pungdes bidpsia aspirativas, perfazendo um total
de 100 esfregacos testiculares). O contetido de cada PBA foi utilizado para a confecgdo de no minimo 2 esfregagos
em laminas foscas de vidro que posteriormente foram corados utilizando dois métodos distintos: Panodtico Rapido
(G1, n=50 esfregagos) ou Giemsa (G2, n=50). Para avaliagdo da qualidade dos esfregacos as células da linhagem
espermatogénica foram contabilizadas e comparadas entre os dois grupos experimentais. A facilidade e nitidez
de visualizagao proporcionada por cada uma das técnicas foi comparada atribuindo-se uma nota de 1 a 3 (1: ruim;
2: regular; 3: boa). A coloragdo Pandtico Rapido permitiu a identificagdo de maior quantidade de espermatocitos
secundarios (p=0,0042) e células inflamatorias (p=0,0318), apresentando ainda efeito significativo sobre a qualidade de
leitura dos esfregagos (p=0,0087). Embora ambas as colora¢des permitam a identificagdo e visualizagdo das estruturas
da linhagem espermatogénica, o Pandtico Rapido permitiu melhor visualizagdo e avaliagdo das células testiculares.

Palavras-chave: Pungao biopsia aspirativa. Citologia testicular. Touros. Panotico Rapido. Giensa.

Abstract

The Diff-Quick and Giemsa dye are frequently used to evaluate the germ cells, but any one was developed for the
specific evaluate of this kind of cells, no existing until now, agreement in the literature about which this techniques of
dye allows the best preview of the germ cells. This way, the aim of this study was determine the best dye of smears
obtained with testicular aspiration biopsy puncture (TABP) of cattle. Was selected 25 males bovines adults who suffer
TABP in both testicles (n=50 puncture aspiration biopsy, making a total of 100 testicular smears). The content of each
TBP was used to production of at least 2 smears that later was ruddy using two different methods: Diff-Quick (n=50)
or Giemsa (n=50). For the evaluate the quality of the smears the germ cells was accounted and for the determination of
the best coloration techniques the cytological blades was evaluated in differential count obtained at the samples ruddy
with Diff-Quick front of ruddy with Giemsa. In addition, the quality in in cellular differentiation was compared between
the two groups using a scale 1 to 3 (1=bed, 2=regular, 3= good quality of coloration). As a result was obtained that
Diff-Quick coloration allowed the preview of largest amount of secundary spermatocytes (p=0,0042) and inflammatory
cells (p=0,0318), still presenting significant result about read quality of smears (p=0,0087). Although both colorations
allow the identification and the preview of the germ cells, the Diff-Quick allowed the best preview of this kind of cells.

Keywords: Bulls. Diff. Quick. Giemsa. Testicular aspiration biopsy puncture. Testicular cytology.

espermatica,”> parametros frequentemente utilizados
para a selecdo de reprodutores.

No ambito da avaliagdo do trato reprodutivo,
novas técnicas como a ultrassonografia e puncao

fertilidade se faz necessario a criteriosa sele¢do de
reprodutores, sendo essencial ndo apenas para a
determinacdo do potencial de fertilidade dos touros,
como também para a identificacdo de anormalidades
que possam comprometer o desempenho reprodutivo
do animal.! Tradicionalmente o exame androldgico
¢ composto pela avaliagdo clinica reprodutiva e
pela andlise da qualidade, morfologia e viabilidade

biopsia aspirativa testicular (PBA) vem sendo inseridas
como métodos complementares que apresentam
grande utilidade para identificacdo de touros sub
férteis.>* A PBA ou pungdo aspirativa por agulha fina
(PAAF) figura como método auxiliar para avaliagdo
da saude testicular, fornecendo material para avaliagdo
citologica da espermatogénese.* A avaliagdo citologica
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permite a analise morfologica das células testiculares®
e tem se mostrado uma ferramenta de grande utilidade
para o diagnostico de lesdes na gonada masculina,
sendo indicada em casos de aumento de volume dos
testiculos ou na avaliagdo de animais azoospérmicos ou
oligospérmicos.®

Na citologia testicular é realizado o estudo da
morfologia das células de linhagem espermatogénica,
estruturas naturalmente translucidas e de dificil
visualizagdo sem um preparo tintorial adequado para
avaliagdo sob microscopia de luz."! Nesse sentido, na
rotina dos laboratorios de Patologia Clinica Veterinaria
os corantes Pandtico Rapido e Giemsa geralmente se
destacam como os mais utilizados para a avaliagdo de
uma grande variedade de células.”® Essas coloragdes
sdo consideradas tipo Romanowsky e apresentam boas
propriedades tintoriais para avaliagdo de caracteristicas
nucleares e diferenciagdo do nucleo e citoplasma.’ Além
disso, Pandtico e Giensa podem ser consideradas como
coloragdes de escolha na pratica veterinaria devido
ao baixo custo, praticidade e facilidade de execugdo
associada a qualidade de visualizagdo da morfologia
celular’ No entanto, como nenhum desses corantes
foi desenvolvido para avaliagdo especifica das células
testiculares, até o presente ndo existe um consenso na
literatura sobre qual das técnicas de coloragdo permite a
melhor visualizagdo de esfregagos obtidos por PBA.

Embora diferentes  trabalhos  conduzidos
anteriormente tenham demonstrado que ambas as
coloragdes foram efetivas para o processamento de
esfregacos produzidos a partir de PBA testicular, até o
presente nao existem estudos comparando a qualidade
tintorial proporcionada por Giensa ou Panotico,
questdo fundamental para a padronizacdo da técnica,
uniformidade de leitura e interpretacdo dos resultados
das puncgdes aspirativas.

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo
determinar a melhor coloragdo para esfregagos obtidos
por puncao bidpsia aspirativa testicular de bovinos.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na fazenda Piraui
localizada no municipio de Vassouras/Rio de Janeiro,
tendo recebido aprovagdo do Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Severino Sombra, parecer
CEUA n° 005/2014.

Foram selecionados 25 bovinos machos mesti¢cos
(Holandés/Gir) com idade entre 24 ¢ 36 meses, que
sofreram PBAs em ambos os testiculos (n=50 pung¢des
biopsia aspirativas, perfazendo um total de 100
esfregacos testiculares). Para realizacdo das PBAs os
animais foram contidos em tronco de conten¢ao proprio
para a espécie. Apds prévia assepsia com solug¢ao de
iodopovidona a 1% os animais foram submetidos a PBA

no testiculo direito e posteriormente no esquerdo. Para
realizacdo das PBAs cada testiculo foi individualizado
e seguro manualmente. Foram utilizadas seringas
estéreis de 20 mL acopladas a agulhas 25x7 que foram
introduzidas perpendicularmente ao parénquima
testicular em dire¢do a regido cranio-lateral de cada
testiculo. Apds a completa inser¢do das agulhas o
émbolo das seringas era puxado integralmente para tras
criando o vacuo necessario para a aspiracao das células
da linhagem espermatogénica.

Durante as pungdes a agulha foi movimentada
para fora e para dentro dos testiculos duas a trés vezes
por aproximadamente quatro segundos, protocolo
que segundo Leme e Papa,® ¢ eficiente para promover
desalojamento celular, facilitando a suc¢do do material
para dentro do canhdo da agulha. O conteudo de cada
aspirado testicular foi utilizado para a confeccdo de
no minimo 2 esfregacos em laminas foscas de vidro,
posteriormente coradas utilizando dois métodos
distintos: Panoético Rapido (Grupol, n=50 esfregagos)
ou Giemsa (Grupo 2, n=50).

Para coloragdo com Giemsa foi utilizado o
protocolo proposto por Olicheski.'” Inicialmente cada
esfregaco foi pré fixado em alcool metilico por 3 minutos.
Ap0ds a retirada do excesso de alcool as laminas de vidro
foram posicionadas em raques horizontais, recobertas
com o corante Giemsa por 10 minutos. Em seguida as
laminas foram lavadas em agua corrente e secas ao ar
para a visualiza¢@o em microscopia de luz.

Para coloragao com Pandtico Rapido foi utilizado
kit hematolégico comercial (Laborclin® produtos para
laboratdrios Ltda., Pinhais, PR, Brasil). Seguindo as
recomendac¢des do fabricante, cada lamina de vidro foi
inicialmente imersa em uma solu¢do de triarilmetano
a 0,1% por 10 segundos, exercendo movimentagao
constante. Apds essa fixagao inicial as ldminas foram
imersas em solucdo de xantenos a 0,1% por 10 segundos
e posteriormente em solucdo de tiazinas a 0,1% por mais
10 segundos. Apoés a tltima imersdo as laminas foram
lavadas em agua corrente e secas ao ar previamente a
avaliag@o microscopica.

Para avaliacdo da qualidade dos esfregacos
as células da linhagem espermatogénica foram
classificadas de acordo com Papa e Leme!:
espermatogodnias, espermatocitos primarios, secundarios,
espermatides iniciais, espermatides maduras (células
na fase de alongamento durante a espermiogenese),
espermatozoides e células de Sertoli, sendo ainda
contabilizadas as células inflamatorias. Para cada
esfregaco foram contadas 200 células.

Para determinacao da melhor técnica de coloragdo
as laminas citologicas foram avaliadas em duplicata em
microscopia de luz sob aumento de 1000x, comparando-
se a contagem diferencial obtida nas amostras coradas
com Panotico frente as coradas em Giemsa. Além disso,
a qualidade na diferenciagao celular foi comparada entre
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os dois grupos classificando as amostras como boas
(3), regulares (2) ou ruins (1) quanto as caracteristicas
tintoriais e nitidez de visualiza¢do microscopica.

A proporcdo de células espermatogénicas
visualizadas nos esfregagos foi comparada entre os
dois tipos de coloragdo através de modelo linear geral
(GLM) utilizando-se o software SAS® (SAS Institute,
Cary, USA). Para avaliagdo da qualidade tintorial foi
utilizado teste de regressdo linear simples (Bioestat®
3.0, Belém do Para, Brasil), onde a qualidade da
coloragdo/visualizacdo celular foi considerada como
variavel dependente (Escala de 1 a 3, onde 3=boa,
2=regular, 1= ruim) e o corante (Panético ou Giemsa)
como variavel preditora.

Resultados

Todos os tipos celulares que compde a linhagem
germinativa testicular foram observados nas laminas
citologicas, independente da coloragao utilizada para o
processamento das amostras (Figuras 1 e 2).

Figura 1. Citologia testicular corada com Giemsa e observacdo em microscopia de luz (aumento

de 1000x). Na imagem podem ser identificadas células de Sertoli (seta vermelha; formato oval ou

redondo,geralmente ndo apresentam citoplasma e possuem nticleo granular), espermatdcitos prima-

rios (seta roxa; maior célula germinativa), espermatides finais (seta azul; nicleo alongado e bastante

corado, geralmente vistos em grupos numerosos) ¢ espermatogonia (seta verde; apresenta nucleo
variando de oval a arredondado com o citoplasma escasso e basofilico).
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Figura 2. Citologia testicular corada com Pandtico e observagdo em microscopia de luz (aumento de

1000x). Na imagem podem ser identificadas espermatides iniciais (seta roxa; conforme vao amadurecen-

do podem ser vistas em formato triangular, nucleo arredondado e em localizagdo periférica), células em
meiose (seta verde) e espermatides finais (seta vermelha).

As células de Sertoli e as espermatides finais
representaram os tipos celulares mais prevalentes nos
testiculos submetidos as pungdes biodpsias aspirativas
(31,15% e 66,14%, respectivamente), independente da
técnica de coloracdo empregada. Ja os espermatdcitos
secundarios foram as células encontradas em menor
propor¢ao nos esfregagos pesquisados (0,40% do total
de células espermatogénicas).

Maior percentual (p<0,05) de espermatdcitos
secundarios e células inflamatérias foram observadas
nas laminas citologicas coradas com Pandtico em
relagdo as coradas com Giemsa (Tabela-1). Nao foram
encontradas diferengas para a contagem dos demais
tipos celulares em fun¢do do corante utilizado para o
processamento dos esfregacos.

Tabela 1. Percentual (média + desvio) de células germinativas testiculares e células de Sertolli obtidas a partir de bidpsia aspirativa
testicular de bovinos adultos, de acordo com a técnica de coloragdo utilizada (Pandtico Rapido ou Giemsa) para coloragdo dos esfre-

£acos.
Célula Panético Rapido GIEMSA p valor
Espermatogénias 1.07 £ 3.50 1.13 £3.08 0,8597
Espermatdcitos primarios 0.27 £1.30 0.81 £2.60 0,8385
Espermatdécitos secundarios 0.58 + 1.85 0.21 £ 0.76 0,0042
Espermatides iniciais 5.34 £+ 13.03 428 +10.18 0,2978
Espermatides finais 59.02 + 25.58 61.05 £ 26.66 0,8674
Espermatozoides 0.44 +2.58 0.26 + 3.18 0,1818
Células de sertoli 30.85 + 25.83 30.42 + 25.60 0,7765
Células inflamatérias 0.83+£2.92 0.36 £1.75 0,0318
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Houve efeito significativo da coloracdo sobre
a qualidade de leitura dos esfregagos confeccionados
a partir das PBAs testiculares (p=0,0087), sendo que
maior propor¢ao de laminas classificadas como regulares
(38%) ou de boa qualidade (56%) foram associadas

a coloragdo com Pandtico Rapido. Maior propor¢ao
de esfregagos com baixa qualidade ou falta de nitidez
(32%) foram atribuidos as laminas citologicas coradas
com Giemsa (Tabela-2).

Tabela 2. Avaliacao da qualidade de leitura (Boa, Regular ou Ruim) das laminas citoldgicas produzidas a partir de
pungdes bidpsias aspirativas testiculares de bovinos, de acordo com a técnica de coloragdo empregada (Panotico

Répido ou Giemsa).

N Regular Ruim
Pandtico Rapido 50 28 (56%) 19 (38%) 3 (6%)
Giemsa 50 21 (42%) 13 (26%) 16 (32%)

Discussao

A puncdo bidpsia aspirativa testicular tem
se tornado uma importante técnica ndo apenas para o
diagnodstico de patologias testiculares como também
para a orientagdo do tratamento de pacientes humanos,'
equinos'!' e bovinos.? No entanto, de acordo com Leme
e Papa® existe pouca informagdo disponivel a respeito
do uso da técnica de PBA em Medicina Veterinaria,
ndo havendo padronizacdo dos métodos de colheita e
processamento do material citologico.

Em nosso estudo a coloragdo Panotico Rapido
foi a que proporcionou melhor visualizagdo das células
de linhagem espermatogénica, garantindo maior
eficiéncia para a contagem diferenciacdo das estruturas
testiculares. Nos trabalhos conduzidos por Paz et al.,!
Aratijo e Araujo'* e Souza et al.,"” a técnica de coloracdo
por Pandtico mostrou-se eficiente para avaliacdo de
esfregacos obtidos por PBA dos testiculos de ongas
pintadas, poneis e cachorros-do-mato, respectivamente,
demonstrando a eficiéncia desse corante hematologico
para o processamento dos aspirados testiculares.

A coloragdo Panoético também proporcionou
maior nitidez para avaliacdo das células germinativas
testiculares. Das 50 laminas citologicas coradas com
Panotico 47 (96%) apresentaram qualidade de leitura
boa ou regular, sendo que apenas 34 (68%) laminas
coradas com Giemsa receberam a mesma classificagao
(p<0,05). Resultados semelhantes foram obtidos por
Costa et al.,'® que observaram melhor qualidade e
nitidez de colora¢do com Pandtico Rapido em relacao
ao Giemsa para contagem do niimero de blastocistos de
embrides murinos. De acordo com o mesmo estudo o
corante Panoético confere maior agilidade na confecgao
das laminas, melhor nitidez de visualizacdo das células
embrionarias e menor tempo de exposi¢do ao corante.
A técnica de Panotico foi anteriormente utilizada para
coloragdo de células de linhagem espermatogénica de
touros,!” ovinos'® e felinos!' determinando boa qualidade
de visualizagdo, resultados semelhantes aos obtidos em
nosso trabalho e que confirmam e validam o uso desse

corante para o processamento de esfregagos obtidos por
PBA testicular.

Em nosso trabalho foi observada maior
propor¢do de espermatides iniciais e finais entre as
células espermatogénicas mais prevalentes, resultados
semelhantes aos reportados por Leme e Papa,® que
trabalharam com PBA em testiculos equinos. De acordo
com esses autores, as espermatides sdo células frequentes
nos esfregagos testiculares ¢ podem ser observadas
durante as diferentes fases da espermiogénese. De
acordo com Garolla et al.,° 0 numero de espermatides
testiculares representa um marcador da normalidade
da espermatogénese, sendo considerado como um
importante indicador da satde testicular. Dessa forma,
pode-se concluir que os animais utilizados em nosso
experimento apresentavam padrdo normal de producdo
espermatica durante a realizacdo das PBAs.

O segundo tipo celular mais prevalente nos
esfregacos testiculares foram as células de Sertoli.
De acordo com Xu et al.,?! as células de Sertoli sdo
responsaveis pela base estrutural do epitélio seminifero,
provendo suporte nutricional e hormonal para as
células germinativas. Dessa forma, altas propor¢des de
células de Sertoli também representam um marcador
para normospermia, situagdo em que provavelmente
se encontravam todos os animais incluidos em nosso
estudo.

As células encontradas em menor quantidade em
nossos esfregagos foram os espermatdcitos secundarios,
resultado semelhante aos reportados por Leme,?; Leme,
Papa ¢ Roser,”; ¢ Kanzawa et al.,'” que trabalharam
com esfregagos testiculares de cordeiros, equinos, e
touros, respectivamente. De acordo com a bibliografia
consultada, a menor frequéncia de espermatdcitos
secundarios se justifica pela curta fase de tempo em que
essas estruturas ocorrem nos testiculos, que abrange
exclusivamente o periodo da segunda divisao meidtica.

Conclusao

Ambas as coloragdes permitiram a identificagao
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e visualizag@o das células de linhagem espermatogéni-
ca, porém o Pandtico Rapido garantiu a melhor qualida-
de de visualizagdo das diferentes células germinativas
testiculares. Dessa forma, conclui-se que o Panoético
Rapido é a melhor opgao para o preparo tintorial dos es-
fregacos obtidos através de PBA testicular em bovinos.
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