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1 INTRODUGAO

A escolha de um bom reprodutor ira influenciar tanto no melhoramento
genético quanto no aumento do numero de descendentes, sendo de importancia
econbmica para a industria de aves. Tradicionalmente, a selecdo dos galos para
reprodugdo é feita através da avaliacdo do tamanho e da cor da crista e das
barbelas, do peso corporal e do comprimento das patas, sendo que estas
caracteristicas fisicas ndo apresentam, necessariamente, correlagcbes com a
fertilidade do macho (Rutz et al., 2007). A escolha dos reprodutores pela qualidade
do sémen é uma maneira mais confiavel para garantir a boa fertilidade do plantel.

Entre as técnicas laboratoriais para analise de sémen, o teste de penetragao
espermatica destaca-se por ser um dos mais completos, sendo capaz de identificar
diferengas entre o potencial reprodutivo dos machos que ndo sao detectadas por
outros testes de rotina, como motilidade, morfologia e integridade de membrana
(Wishart, 1995). Para a realizacdo deste teste em aves, a membrana perivitelina
interna (IPVL) é isolada de ovos frescos e incubada com sémen; a andlise da
qualidade do sémen é estimada através da contagem do numero de furos feitos
pelos espermatozdides na membrana: quanto maior o numero de furos, maior a
qualidade seminal (Robertson e Wishart, 2010).

O teste de penetracdo € uma ferramenta valiosa para a avaliar o potencial
fertilizante do sémen, visto que o numero de furos depende da habilidade do
espermatozéide em se ligar ao ovo, o que desencadeia a reagdo acrossomal e a
liberacdo de enzimas que hidrolizam a membrana, permitindo a penetragao
espermatica (Donoghue, 1999). Conforme o protocolo para o teste de penetragdo
espermatica usando a membrana perivitelina interna do ovo de galinha (IPVL)
(Robertson e Wishart, 2010), a membrana deve ser usada no maximo 24 horas apos
o isolamento. Nao existem referéncias sobre a viabilidade da membrana apds este
prazo. A possibilidade de uso da membrana apds varios dias de armazenamento
facilitara a rotina do laboratério. Portanto, este trabalho teve por objetivo determinar
o0 numero de dias que a membrana perivitelina interna pode ser armazenada a 5 °C
em NaClI-TES.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

No primeiro dia de experimento, a IPVL foi isolada de 18 ovos, frescos e ndo
férteis, por hidrélise acida, e cortada em quadrados de 0,5 x 0,5 cm (Bongalhardo et
al., 2009). As membranas de cada ovo foram identificadas e armazenadas na
geladeira, a 5°C, em NaCI-TES. O teste de penetragdo espermatica foi realizado as
24, 48, 72 e 96 horas apods isolamento das membranas, segundo protocolo de
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Robertson e Wishart (2010). Cada quadrado de membrana foi incubado por 5 mim
com sémen diluido na concentracdo final de 1,25 x 10’ espermatozdides/mL, em
banho Maria a 40°C com agitagdo. Apos incubacéo, as membranas foram lavadas
com NaCl para remocgao dos espermatozoides, colocadas em laminas, coradas com
eosina-nigrosina e observadas ao microscopio (aumento de 100x) para contagem
dos furos. A membrana aparece corada de rosa e os furos sédo visualizados como
pontos brancos e redondos (Fig. 1).

O sémen utilizado para os testes foi coletado diariamente de 20 galos. Apds a
coleta, foi feito um pool do sémen ndo contaminado com fezes e foram verificadas
motilidade e concentragcdo espermatica. Para analise de motilidade, o sémen foi
diluido com 0,9% NaCl e observado ao microscépio (aumento de 100x), sendo feita
avaliagdo subjetiva usando uma escala de 0 a 100%. A concentragao foi verificada
em espectrofotdmetro previamente calibrado, utiizando sémen diluido 1:1000
(vol:vol) em 2,9% citrato de sddio com glutaraldeido.

Figura 1 — Membrana perivitelina interna de ovo de galinha, corada com eosina-nigrosina, apds teste
de penetragdo espermatica e armazenamento da membrana refrigerada a 5°C por 48h. Os furos
aparecem como pontos brancos e redondos (aumento de 100x).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 18 ovos que foram incubados para a realizagdo do experimento, foram
obtidas membranas de 16. No primeiro dia de teste (24h de armazenamento), 15
ovos apresentaram uma grande quantidade de furos na membrana (mais de
500/mm?), apenas um ndo apresentou furos. No segundo dia de experimento (48h
de armazenamento), apenas cinco ovos apresentaram furos na membrana, sendo
que destes, o ovo identificado como numero 13 foi o unico que repetiu o resultado do
dia anterior, apresentando mais de 500 furos (Fig. 1). Nos outros ovos, identificados
como nimero 5, 6, 7 e 10, o nimero de furos foi de 22, 19, 23 e 29/mm?,
respectivamente. Nestes ovos, a distribuigdo dos furos ndo foi homogénea, com
alguns locais da membrana apresentando poucos furos e outros, nenhum. Esta
reducao drastica as 48h, tanto do numero de furos quanto do numero de membranas
perfuradas, demonstraram que nao € possivel utilizar a membrana apds este
periodo de armazenamento, portanto os testes ndo foram repetidos as 72 e 96h.
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Para que o teste de penetracdo espermatica seja efetivo, tanto a membrana
do espermatozdide quanto a membrana do ovo devem estar estruturalmente
intactas. Embora ndo tenham sido feitos testes de integridade de membrana
espermatica, a diminuicdo do numero de furos observada neste trabalho nao deve
ser atribuida ao espermatozoide, visto que o sémen fresco normalmente apresenta
boa integridade de membrana, com valores por volta de 90 a 95% (Bakst, 2010).
Além disso, a motilidade do espermatozdide foi semelhante nos dois dias de testes,
com 70% e 80% de motilidade as 24 e 48h, respectivamente. Portanto, a falha na
interagdo espermatozoide:ovo deve estar associada a estrutura da membrana
perivitelina interna do ovo.

A IPVL de aves possui receptores para ligacdo do espermatozoide,
homodlogos as glicoproteinas de ligagdo da zona pelucida de mamiferos (Mori e
Masuda, 1993; Takeuchi et al., 1999; Stepinska e Bakst, 2007). A ligagdo do
espermatozéide a estas glicoproteinas desencadeia os eventos que levam a
fertilizacdo: ocorre a reagdo acrossomal, com a liberagdo de enzimas que vao
hidrolizar a membrana e permitir a penetragao do espermatozoide (Ashizawa et al.,
2006). Provavelmente a membrana armazenada por mais de 24h sofra altera¢des
em sua estrutura, com a perda dos carboidratos de ligagédo, impedindo a ocorréncia
da interagao espermatozodide:ovo.

4 CONCLUSAO

Ha uma redugéo drastica no numero de furos feitos pelos espermatozéides na
membrana perivitelina interna do ovo apds 48 horas de armazenamento, ndo sendo
recomendado o seu uso em testes de penetracdo espermatica apods este periodo.
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