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Para melhorar a andlise de rotina dos espermatozoides, € necessario desenvolver métodos rapidos,
objetivos e acessiveis de avaliagdo de diferentes aspectos da viabilidade espermatica. A membrana
plasmatica ¢ essencial para a fungdo espermatica, uma vez que fornece protecao fisica a célula, atua como
uma barreira seletiva e desempenha um papel fundamental nas interagdes intercelulares. Muitos dos
métodos atualmente utilizados para avaliar o seu status baseiam-se no aumento da permeabilidade das
membranas espermaticas danificadas a diferentes substincias, incluindo a eosina-nigrosina e diversas
sondas fluorescentes. A associacdo das sondas fluorescentes com a citometria de fluxo tem a vantagem
possibilitar a avalia¢do rapida de caracteristicas especificas de um grande nimero de espermatozoides. O
sémen, oriundo de um pool de dois ejaculados de um mesmo bode (n=8) foi dividido em duas partes
iguais submetido a centrifugagdo (2 x 600 g por 10min) e em seguida diluido (400 x 106 sptz/ml) em
diluidor a base de leite desnatado-glicosado ou Tris-glicose-gema e submetido a criopreservacdo. A
integridade da membrana foi analisada por citometria de fluxo (Citometro de fluxo FACS Canto II; BD
Bioscience, CA, EUA) apos coloragdo com Diacetato de carboxifluoresceina (DIC, 0,002 mg/ml) e lodeto
de propidio (IP, 0,01 mg/ml) e por microspia otica (Leica DM 750, 1000x) ap6s coloragdo vital Eosina-
nigrosina. A relagdo entre as populagdes de espermatozoides quantificadas pela citometria de fluxo e pela
coloragdo vital foi estabelecida pela analise de correlagdo simples ¢ o efeito do diluidor sobre os
pardmetros estudados pela ANOVA com comparacdo de medias pelo teste de Duncan a P<0,05. A
coloracdo dupla de DIC/IP analisada em citometria de fluxo permitiu a identifica¢do de trés populagdes
de espermatozoides: A= células positivas para IP (fluorescéncia vermelha); B= células coradas por IP e
que também retiveram DIC e C= células que retiveram apenas DIC (fluorescéncia verde). A porcentagem
de espermatozoides que retiveram fluorescéncia verde (vidveis) apos a descongelacdo foi maior nas
amostras congeladas em Tris-gema (49,1+ 14,5%) comparada ao Leite (32,8 + 13,6%). Comportamento
semelhante foi observado na avaliagdo por coloragdo vital com 72,3% de viaveis no Tris-gema e 58% no
Leite. Diferencas na retenc¢ao de viabilidade entre os diluidores foram detectadas mesmo entre amostras
de espermatozoides oriundas do mesmo ejaculado sugerindo que o diluidor Tris-gema proporcionou uma
melhor protecdo a membrana plasmatica durante a congelagdo e descongelagao, do que o diluidor a base
de leite. Observou-se também uma alta correlagdo positiva entre a populacdo C com a porcentagem de
espermatozoides vidveis determinada por coloragdo vital (r = 0,69; P<0,01), demonstrando que a
combina¢do de DIC e IP analisados por citometria de fluxo ¢ um método viavel para avaliar a viabilidade
do espermatozoide caprino além de ser mais rapido e preciso. Nossos resultados validam o método da
citometria de fluxo para avaliar a integridade da membrana plasmatica do espermatozoide caprino e
indicam que o diluidor Tris-gema, na formulagdo utilizada, ¢ menos prejudicial para os espermatozoides
dessa espécie do que o leite desnatado.
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