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Resumo
Os corantes Panótico Rápido e Giemsa são frequentemente utilizados para a avaliação de células de linhagem 
espermatogênica, porém nenhuma destas colorações foi desenvolvida especificamente para o processamento tintorial 
desse tipo celular. Como até presente não existe consenso na literatura sobre qual das técnicas de coloração permite a 
melhor visualização das células germinativas testiculares, o objetivo deste estudo foi determinar a melhor coloração 
para esfregaços obtidos por punção biópsia aspirativa testicular (PBA) de bovinos. Foram selecionados 25 machos 
bovinos adultos, que sofreram PBAs em ambos os testículos (n=50 punções biópsia aspirativas, perfazendo um total 
de 100 esfregaços testiculares). O conteúdo de cada PBA foi utilizado para a confecção de no mínimo 2 esfregaços 
em lâminas foscas de vidro que posteriormente foram corados utilizando dois métodos distintos: Panótico Rápido 
(G1, n=50 esfregaços) ou Giemsa (G2, n=50). Para avaliação da qualidade dos esfregaços as células da linhagem 
espermatogênica foram contabilizadas e comparadas entre os dois grupos experimentais. A facilidade e nitidez 
de visualização proporcionada por cada uma das técnicas foi comparada atribuindo-se uma nota de 1 a 3 (1: ruim; 
2: regular; 3: boa). A coloração Panótico Rápido permitiu a identificação de maior quantidade de espermatócitos 
secundários (p=0,0042) e células inflamatórias (p=0,0318), apresentando ainda efeito significativo sobre a qualidade de 
leitura dos esfregaços (p=0,0087). Embora ambas as colorações permitam a identificação e visualização das estruturas 
da linhagem espermatogênica, o Panótico Rápido permitiu melhor visualização e avaliação das células testiculares.
Palavras-chave: Punção biópsia aspirativa. Citologia testicular. Touros. Panótico Rápido. Giensa.
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Evaluation of different coloration techniques for smears obtained by aspiration biopsy puncture of bull testis

Avaliação de diferentes técnicas de coloração para esfregaços 
obtidos por punção biópsia aspirativa testicular de bovinos

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.  
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Introdução

Para obtenção de resultados satisfatórios de 
fertilidade se faz necessário à criteriosa seleção de 
reprodutores, sendo essencial não apenas para a 
determinação do potencial de fertilidade dos touros, 
como também para a identificação de anormalidades 
que possam comprometer o desempenho reprodutivo 
do animal.¹ Tradicionalmente o exame andrológico 
é composto pela avaliação clínica reprodutiva e 
pela análise da qualidade, morfologia e viabilidade 

espermática,² parâmetros frequentemente utilizados 
para a seleção de reprodutores.  

No âmbito da avaliação do trato reprodutivo, 
novas técnicas como a ultrassonografia e punção 
biópsia aspirativa testicular (PBA) vem sendo inseridas 
como métodos complementares que apresentam 
grande utilidade para identificação de touros sub 
férteis.³ A PBA ou punção aspirativa por agulha fina 
(PAAF) figura como método auxiliar para avaliação 
da saúde testicular, fornecendo material para avaliação 
citológica da espermatogênese.4 A avaliação citológica 
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permite a análise morfológica das células testiculares5 

e tem se mostrado uma ferramenta de grande utilidade 
para o diagnóstico de lesões na gônada masculina, 
sendo indicada em casos de aumento de volume dos 
testículos ou na avaliação de animais azoospérmicos ou 
oligospérmicos.6

Na citologia testicular é realizado o estudo da 
morfologia das células de linhagem espermatogênica, 
estruturas naturalmente translúcidas e de difícil 
visualização sem um preparo tintorial adequado para 
avaliação sob microscopia de luz.¹ Nesse sentido, na 
rotina dos laboratórios de Patologia Clínica Veterinária 
os corantes Panótico Rápido e Giemsa geralmente se 
destacam como os mais utilizados para a avaliação de 
uma grande variedade de células.7,8 Essas colorações 
são consideradas tipo Romanowsky e apresentam boas 
propriedades tintoriais para avaliação de características 
nucleares e diferenciação do núcleo e citoplasma.5 Além 
disso, Panótico e Giensa podem ser consideradas como 
colorações de escolha na prática veterinária devido 
ao baixo custo, praticidade e facilidade de execução 
associada à qualidade de visualização da morfologia 
celular.9 No entanto, como nenhum desses corantes 
foi desenvolvido para avaliação específica das células 
testiculares, até o presente não existe um consenso na 
literatura sobre qual das técnicas de coloração permite a 
melhor visualização de esfregaços obtidos por PBA.

Embora diferentes trabalhos conduzidos 
anteriormente tenham demonstrado que ambas as 
colorações foram efetivas para o processamento de 
esfregaços produzidos a partir de PBA testicular, até o 
presente não existem estudos comparando a qualidade 
tintorial proporcionada por Giensa ou Panótico, 
questão fundamental para a padronização da técnica, 
uniformidade de leitura e interpretação dos resultados 
das punções aspirativas.

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo 
determinar a melhor coloração para esfregaços obtidos 
por punção biópsia aspirativa testicular de bovinos.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na fazenda Pirauí 
localizada no município de Vassouras/Rio de Janeiro, 
tendo recebido aprovação do Comitê de Ética no Uso 
de Animais da Universidade Severino Sombra, parecer 
CEUA nº 005/2014.

Foram selecionados 25 bovinos machos mestiços 
(Holandês/Gir) com idade entre 24 e 36 meses, que 
sofreram PBAs em ambos os testículos (n=50 punções 
biópsia aspirativas, perfazendo um total de 100 
esfregaços testiculares). Para realização das PBAs os 
animais foram contidos em tronco de contenção próprio 
para a espécie. Após prévia assepsia com solução de 
iodopovidona a 1% os animais foram submetidos à PBA 

no testículo direito e posteriormente no esquerdo. Para 
realização das PBAs cada testículo foi individualizado 
e seguro manualmente. Foram utilizadas seringas 
estéreis de 20 mL acopladas a agulhas 25x7 que foram 
introduzidas perpendicularmente ao parênquima 
testicular em direção à região crânio-lateral de cada 
testículo. Após a completa inserção das agulhas o 
êmbolo das seringas era puxado integralmente para trás 
criando o vácuo necessário para a aspiração das células 
da linhagem espermatogênica. 

Durante as punções a agulha foi movimentada 
para fora e para dentro dos testículos duas a três vezes 
por aproximadamente quatro segundos, protocolo 
que segundo Leme e Papa,6 é eficiente para promover 
desalojamento celular, facilitando a sucção do material 
para dentro do canhão da agulha. O conteúdo de cada 
aspirado testicular foi utilizado para a confecção de 
no mínimo 2 esfregaços em lâminas foscas de vidro, 
posteriormente coradas utilizando dois métodos 
distintos: Panótico Rápido (Grupo1, n=50 esfregaços) 
ou Giemsa (Grupo 2, n=50). 

Para coloração com Giemsa foi utilizado o 
protocolo proposto por Olicheski.10 Inicialmente cada 
esfregaço foi pré fixado em álcool metílico por 3 minutos. 
Após a retirada do excesso de álcool as lâminas de vidro 
foram posicionadas em raques horizontais, recobertas 
com o corante Giemsa por 10 minutos. Em seguida as 
lâminas foram lavadas em água corrente e secas ao ar 
para a visualização em microscopia de luz.

Para coloração com Panótico Rápido foi utilizado 
kit hematológico comercial (Laborclin® produtos para 
laboratórios Ltda., Pinhais, PR, Brasil). Seguindo as 
recomendações do fabricante, cada lâmina de vidro foi 
inicialmente imersa em uma solução de triarilmetano 
a 0,1% por 10 segundos, exercendo movimentação 
constante. Após essa fixação inicial as lâminas foram 
imersas em solução de xantenos a 0,1% por 10 segundos 
e posteriormente em solução de tiazinas a 0,1% por mais 
10 segundos. Após a última imersão as lâminas foram 
lavadas em água corrente e secas ao ar previamente à 
avaliação microscópica. 

Para avaliação da qualidade dos esfregaços 
as células da linhagem espermatogênica foram 
classificadas de acordo com Papa e Leme11: 
espermatogônias, espermatócitos primários, secundários, 
espermátides iniciais, espermátides maduras (células 
na fase de alongamento durante a espermiôgenese), 
espermatozoides e células de Sertoli, sendo ainda 
contabilizadas as células inflamatórias. Para cada 
esfregaço foram contadas 200 células.

Para determinação da melhor técnica de coloração 
as lâminas citológicas foram avaliadas em duplicata em 
microscopia de luz sob aumento de 1000x, comparando-
se a contagem diferencial obtida nas amostras coradas 
com Panótico frente às coradas em Giemsa. Além disso, 
a qualidade na diferenciação celular foi comparada entre 
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os dois grupos classificando as amostras como boas 
(3), regulares (2) ou ruins (1) quanto às características 
tintoriais e nitidez de visualização microscópica. 

A proporção de células espermatogênicas 
visualizadas nos esfregaços foi comparada entre os 
dois tipos de coloração através de modelo linear geral 
(GLM) utilizando-se o software SAS® (SAS Institute, 
Cary, USA). Para avaliação da qualidade tintorial foi 
utilizado teste de regressão linear simples (Bioestat® 
3.0, Belém do Pará, Brasil), onde a qualidade da 
coloração/visualização celular foi considerada como 
variável dependente (Escala de 1 a 3, onde 3=boa, 
2=regular, 1= ruim) e o corante (Panótico ou Giemsa) 
como variável preditora.

Resultados

Todos os tipos celulares que compõe a linhagem 
germinativa testicular foram observados nas lâminas 
citológicas, independente da coloração utilizada para o 
processamento das amostras (Figuras 1 e 2). 

Figura 1. Citologia testicular corada com Giemsa e observação em microscopia de luz (aumento 
de 1000x). Na imagem podem ser identificadas células de Sertoli (seta vermelha; formato oval ou 
redondo,geralmente não apresentam citoplasma e possuem núcleo granular), espermatócitos primá-
rios (seta roxa; maior célula germinativa), espermátides finais (seta azul; núcleo alongado e bastante 
corado, geralmente vistos em grupos numerosos) e espermatogônia (seta verde; apresenta núcleo 

variando de oval a arredondado com o citoplasma escasso e basofílico).
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Figura 2. Citologia testicular corada com Panótico e observação em microscopia de luz (aumento de 
1000x). Na imagem podem ser identificadas espermátides iniciais (seta roxa; conforme vão amadurecen-
do podem ser vistas em formato triangular, núcleo arredondado e em localização periférica), células em 

meiose (seta verde) e espermátides finais (seta vermelha).

As células de Sertoli e as espermátides finais 
representaram os tipos celulares mais prevalentes nos 
testículos submetidos às punções biópsias aspirativas 
(31,15% e 66,14%, respectivamente), independente da 
técnica de coloração empregada. Já os espermatócitos 
secundários foram às células encontradas em menor 
proporção nos esfregaços pesquisados (0,40% do total 
de células espermatogênicas).   

Maior percentual (p<0,05) de espermatócitos 
secundários e células inflamatórias foram observadas 
nas lâminas citológicas coradas com Panótico em 
relação às coradas com Giemsa (Tabela-1). Não foram 
encontradas diferenças para a contagem dos demais 
tipos celulares em função do corante utilizado para o 
processamento dos esfregaços.

Célula Panótico Rápido GIEMSA p valor

Espermatogônias 1.07 ± 3.50 1.13 ± 3.08 0,8597

Espermatócitos primários 0.27 ± 1.30 0.81 ± 2.60 0,8385

Espermatócitos secundários 0.58 ± 1.85 0.21 ± 0.76 0,0042

Espermátides iniciais 5.34 ± 13.03 4.28 ± 10.18 0,2978

Espermatídes 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 inflamatórias 0.83 ± 2.92 0.36 ± 1.75 0,0318

Tabela 1. Percentual (média ± desvio) de células germinativas testiculares e células de Sertolli obtidas a partir de biópsia aspirativa 
testicular de bovinos adultos, de acordo com a técnica de coloração utilizada (Panótico Rápido ou Giemsa) para coloração dos esfre-
gaços.
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Houve efeito significativo da coloração sobre 
a qualidade de leitura dos esfregaços confeccionados 
a partir das PBAs testiculares (p=0,0087), sendo que 
maior proporção de lâminas classificadas como regulares 
(38%) ou de boa qualidade (56%) foram associadas 

N Boa Regular Ruim

Panótico Rápido 50 28 (56%) 19 (38%) 3 (6%)

Giemsa 50 21 (42%) 13 (26%) 16 (32%)

à coloração com Panótico Rápido. Maior proporção 
de esfregaços com baixa qualidade ou falta de nitidez 
(32%) foram atribuídos às lâminas citológicas coradas 
com Giemsa (Tabela-2).

Tabela 2. Avaliação da qualidade de leitura (Boa, Regular ou Ruim) das lâminas citológicas produzidas a partir de 
punções biópsias aspirativas testiculares de bovinos, de acordo com a técnica de coloração empregada (Panótico 
Rápido ou Giemsa).

Discussão

 A punção biópsia aspirativa testicular tem 
se tornado uma importante técnica não apenas para o 
diagnóstico de patologias testiculares como também 
para a orientação do tratamento de pacientes humanos,12 
equinos11 e bovinos.³ No entanto, de acordo com Leme 
e Papa6 existe pouca informação disponível a respeito 
do uso da técnica de PBA em Medicina Veterinária, 
não havendo padronização dos métodos de colheita e 
processamento do material citológico. 

Em nosso estudo a coloração Panótico Rápido 
foi a que proporcionou melhor visualização das células 
de linhagem espermatogênica, garantindo maior 
eficiência para a contagem diferenciação das estruturas 
testiculares. Nos trabalhos conduzidos por Paz et al.,13 
Araújo e Araújo14 e  Souza et al.,15 a técnica de coloração 
por Panótico mostrou-se eficiente para avaliação de 
esfregaços obtidos por PBA dos testículos de onças 
pintadas, pôneis e cachorros-do-mato, respectivamente, 
demonstrando a eficiência desse corante hematológico 
para o processamento dos aspirados testiculares.  

A coloração Panótico também proporcionou 
maior nitidez para avaliação das células germinativas 
testiculares. Das 50 lâminas citológicas coradas com 
Panótico 47 (96%) apresentaram qualidade de leitura 
boa ou regular, sendo que apenas 34 (68%) lâminas 
coradas com Giemsa receberam a mesma classificação 
(p<0,05). Resultados semelhantes foram obtidos por 
Costa et al.,16 que observaram melhor qualidade e 
nitidez de coloração com Panótico Rápido em relação 
ao Giemsa para contagem do número de blastocistos de 
embriões murinos. De acordo com o mesmo estudo o 
corante Panótico confere maior agilidade na confecção 
das laminas, melhor nitidez de visualização das células 
embrionárias e menor tempo de exposição ao corante. 
A técnica de Panótico foi anteriormente utilizada para 
coloração de células de linhagem espermatogênica de 
touros,17 ovinos18 e felinos19 determinando boa qualidade 
de visualização, resultados semelhantes aos obtidos em 
nosso trabalho e que confirmam e validam o uso desse 

corante para o processamento de esfregaços obtidos por 
PBA testicular. 

Em nosso trabalho foi observada maior 
proporção de espermátides iniciais e finais entre as 
células espermatogênicas mais prevalentes, resultados 
semelhantes aos reportados por Leme e Papa,6 que 
trabalharam com PBA em testículos equinos. De acordo 
com esses autores, as espermátides são células frequentes 
nos esfregaços testiculares e podem ser observadas 
durante as diferentes fases da espermiogênese. De 
acordo com Garolla et al.,20 o número de espermátides 
testiculares representa um marcador da normalidade 
da espermatogênese, sendo considerado como um 
importante indicador da saúde testicular. Dessa forma, 
pode-se concluir que os animais utilizados em nosso 
experimento apresentavam padrão normal de produção 
espermática durante a realização das PBAs. 

O segundo tipo celular mais prevalente nos 
esfregaços testiculares foram às células de Sertoli. 
De acordo com Xu et al.,21 as células de Sertoli são 
responsáveis pela base estrutural do epitélio seminífero, 
provendo suporte nutricional e hormonal para as 
células germinativas. Dessa forma, altas proporções de 
células de Sertoli também representam um marcador 
para normospermia, situação em que provavelmente 
se encontravam todos os animais incluídos em nosso 
estudo.  

As células encontradas em menor quantidade em 
nossos esfregaços foram os espermatócitos secundários, 
resultado semelhante aos reportados por Leme,22; Leme, 
Papa e Roser,23; e Kanzawa et al.,17 que trabalharam 
com esfregaços testiculares de cordeiros, equinos, e 
touros, respectivamente. De acordo com a bibliografia 
consultada, a menor frequência de espermatócitos 
secundários se justifica pela curta fase de tempo em que 
essas estruturas ocorrem nos testículos, que abrange 
exclusivamente o período da segunda divisão meiótica. 

Conclusão

Ambas as colorações permitiram a identificação 
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e visualização das células de linhagem espermatogêni-
ca, porém o Panótico Rápido garantiu a melhor qualida-
de de visualização das diferentes células germinativas 
testiculares. Dessa forma, conclui-se que o Panótico 
Rápido é a melhor opção para o preparo tintorial dos es-
fregaços obtidos através de PBA testicular em bovinos. 
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