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1 INTRODUÇÃO 

 
A avaliação da qualidade seminal in vitro de machos suínos se baseia na 

concentração, motilidade e morfologia espermática como indicativo do potencial de 
fertilidade do mesmo (Pantke, 1995). Entende-se que para uma avaliação mais 
criteriosa do reprodutor, tem-se a necessidade de utilizar métodos que avaliam a 
capacidade do espermatozóide no processo de fecundação, tais como o teste de 
ligação a zona pelúcida (ZP) (Collins et al., 2008).  

Como o número de espermatozóides acessórios na fecundação in vivo tem maior 
correlação com a fertilidade que com a taxa de fecundação (Stahlberg  et al., 2000), 
teste que confirmam a capacidade dos espermatozóides completarem a ligação com 
a zona pelúcida (ZP) são necessários para a adequada seleção dos machos 
(Corcini, 2010). 

Ensaios de ligação a ZP in vitro podem ser utlizados como ferramenta para 
determinar a habilidade do espermatozóide em sofrer a reação acrossomal, ligar a 
ZP e penetrar na membana do oócito (oolema) (Brackett et al.,1982). Deste modo, a 
visualização de pontos de hidrólise provocados por espermatozóides de mamíferos 
em membrana perivitelina de ovos de galinha (Barbato et al., 1998) pode ser uma 
alternativa adequada.  

Os testes de ligação/penetração espermática em oócitos suínos são realizados 
em diferentes meios, porém até o momento sempre foram dependentes de estufas 
com atmosfera controlada (5% CO2) (Zhao et al., 2002). 

Este experimentos teve por objetivo determinar a viabilidade do uso de 
membranas perivitelinas internas de ovos de galinha (IPVL) na avaliação da 
capacidade fecundante de espermatozóides suínos com uso de meio Tris 
modificado (mTBM) sem acondicionamento atmosférico. 
 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
Foram coletadas doses de 24 machos (de raça híbrida ou pura) através do 

método da mão enluvada por um período de três meses em uma central de 
inseminação artificial (CIA). A cada semana os ejaculados de quatro machos (A,B,C 
e D) foram usados na constituição de doses inseminantes diluídas em Beltsvi lle 
Thawing Solution – BTS (Pursel & Johnson,1975) e armazenadas a 17°C para envio 
ao laboratório. Doze horas após a coleta procederam-se as avaliações seminais, e 
somente ejaculados que apresentaram motilidade progressiva > a 70%, vigor > a 3 e 
morfologia espermática > 80%, participaram deste experimento. Após, foram 
formados seis grupos com a combinação de dois machos (AB, AC, AD, BC, BD e 
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CD) contribuindo com a mesma concentração espermática cada. Duas amostras de 
cada grupo foram centrifugadas a 900 G por três minutos e os pellets foram 
rediluídos em meio mTBM (mTBM, Abeydeera e Day, 1997), antes de serem 
utilizados nos testes de penetração in vitro (PIV) ou ligação a IPVL.  

Para realização da penetração in vitro (PIV) foram coletados ovários de fêmeas 
suínas pré-púberes em um frigorífico local, seguido pela aspiração dos folículos 
antrais (3-6 mm) realizada com uma agulha conectada ao sistema a vácuo. Em PBS 
foram selecionados cumulus oophorus compactos e ooplasma homogêneo. Os 
oócitos foram armazenados por 1 hora em pool, sendo distribuídos entre as 
combinações de espermatozóides.  

Posteriormente, os oócitos foram incubados em banho Maria, juntamente com os 
espermatozóides em tubos de reação de fundo cônico, contendo 2 mL de meio 
mTBM. Em cada tubo foram depositados 20 oócitos e 1x106 espermatozóides. 
Através de pipetagem em meio PBS, removeram-se os espermatozóides não 
aderidos e os oócitos foram tratados com corante Hoescht 33342 e analisados em 
microscopia de epifluorescência (10x40). Registrou-se o número de oócitos que 
apresentavam ao menos um espermatozóide aderido bem como o número de 
espermatozóides aderidos em cada oócito.  

Para obtenção das IPVLs foram utilizadas gemas de ovos de galinha não 
fecundados, incubadas em ácido clorídrico 0,01M e a seguir procedeu-se o 
isolamento das IPVLs mediante ruptura da gema e eliminação de vitelo em NaCl 
0,9% (Robertson e Wishart, 1997). As membranas externa e interna foram 
separadas manualmente, e distribuídas entre as combinações de sêmen, para 
utilização nos testes de ligação espermática. Incubou-se espermatozóides com dois 
fragmentos de IPVL, conforme procedimentos descritos realizados com os oócitos e 
após as IPVLs foram lavadas com PBS para remoção dos espermatozóidese após 
avaliadas sob contraste de fase (10x20). Em cada fragmento de IPVL foram 
fotografados três campos microscópicos distintos, com base nos quais foi 
determinado o número médio de pontos de hidrólise enzimática (orifícios / mm2).  

Foram realizadas doze rotinas com utilização de 72 combinações espermáticas 
para a incubação com oócitos suínos (n=2880) e IPVL (n=288 fragmentos). 

As taxas de PIV e IPVL foram submetidas a análise descritiva inferindo os 
resultados em percentual. 

 
 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 No teste de PIV, 2010 oócitos apresentaram ao menos um espermatozóide 
aderido. Destes, 1171 apresentaram polispermia evidenciando uma taxa média de 
ligação de 2,7 ± 0,07 para o meio mTBM. A taxa de PIV foi de 86,2% e de 71,6% 
para penetração e polispermia, respectivamente. O número de orifícios observados 
na IPVL foi de 238,4 ± 8,46.  

Com estes resultados foi demonstrado que o meio mTBM suporta o processo 
de capacitação e ligação espermática em ZP de oócitos suínos, mostrando a 
possibilidade do uso do teste de penetração espermática para ranqueamento de 
machos suínos nas CIAs. A incorporação desta tecnologia seria facilitada em grande 
parte pelo fato de dispensar o uso de estufas de acondicionamento atmosférico e de 
microscópio de fluorescência, convencionalmente uti lizado em meios de cultivo 
como mTBM conforme descrito por (Abeydeera et al., 1997).  



 
 

No teste de IPVL foi observado um grande número de orifícios formados na 
membrana interna do ovo de galinha, sendo assim é possível estimar que exista 
uma menor subjetividade que o teste de PIV. Esta atribuição é sustentada pelo fato 
de que o orifício na IPVL é gerado por espermatozóides que sofreram capacitação, 
reação acrossomal, fusão das membranas espermáticas e hidrólise da IPVL 
(Robertson, et al., 2000). Além disso, a IPVL é composta por proteínas ZP3 com 
homologia às proteínas ZPb-ZPc (Mugnier et al., 2009), podendo se esperar que 
haja uma alta correlação entre o número de orifícios/mm2 de IPVL e a capacidade 
fecundante dos espermatozóides suínos in vivo. A possibilidade de visualização 
direta dos pontos de hidrólise (orifícios) sob microscopia de campo escuro 
(Robertson e Wishart, 1997) ou de contraste de fase (neste estudo) facilita a adoção 
da técnica de testes de ligação a IPVL em CIAs. 
 
4 CONCLUSÃO 
 

O teste de penetração em IPVL utilizando o meio mTBM, permite avaliar 
maior número de etapas do processo de interação espermatozóide/oócito do que o 
teste de adesão espermática em ZP de oócitos suínos.  
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