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1 INTRODUÇÃO 
 

A escolha de um bom reprodutor irá influenciar tanto no melhoramento 
genético quanto no aumento do número de descendentes, sendo de importância 
econômica para a indústria de aves. Tradicionalmente, a seleção dos galos para 
reprodução é feita através da avaliação do tamanho e da cor da crista e das 
barbelas, do peso corporal e do comprimento das patas, sendo que estas 
características físicas não apresentam, necessariamente, correlações com a 
fertilidade do macho (Rutz et al., 2007). A escolha dos reprodutores pela qualidade 
do sêmen é uma maneira mais confiável para garantir a boa fertilidade do plantel.  

Entre as técnicas laboratoriais para análise de sêmen, o teste de penetração 
espermática destaca-se por ser um dos mais completos, sendo capaz de identificar 
diferenças entre o potencial reprodutivo dos machos que não são detectadas por 
outros testes de rotina, como motilidade, morfologia e integridade de membrana 
(Wishart, 1995). Para a realização deste teste em aves, a membrana perivitelina 
interna (IPVL) é isolada de ovos frescos e incubada com sêmen; a análise da 
qualidade do sêmen é estimada através da contagem do número de furos feitos 
pelos espermatozóides na membrana: quanto maior o número de furos, maior a 
qualidade seminal (Robertson e Wishart, 2010).  

O teste de penetração é uma ferramenta valiosa para a avaliar o potencial 
fertilizante do sêmen, visto que o número de furos depende da habilidade do 
espermatozóide em se ligar ao ovo, o que desencadeia a reação acrossomal e a 
liberação de enzimas que hidrolizam a membrana, permitindo a penetração 
espermática (Donoghue, 1999).  Conforme o protocolo para o teste de penetração 
espermática usando a membrana perivitelina interna do ovo de galinha (IPVL) 
(Robertson e Wishart, 2010), a membrana deve ser usada no máximo 24 horas após 
o isolamento. Não existem referências sobre a viabilidade da membrana após este 
prazo. A possibilidade de uso da membrana após vários dias de armazenamento 
facilitará a rotina do laboratório. Portanto, este trabalho teve por objetivo determinar 
o número de dias que a membrana perivitelina interna pode ser armazenada à 5 ºC 
em NaCl-TES.  
 

 
2 METODOLOGIA (MATERIAL E MÉTODOS) 
 

No primeiro dia de experimento, a IPVL foi isolada de 18 ovos, frescos e não 
férteis, por hidrólise ácida, 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, à 5ºC, em NaCl-TES. O teste de penetração espermática foi realizado às 

24, 48, 72 e 96 horás após isolamento das membranas, segundo protocolo de 
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Robertson e Wishart (2010). Cada quadrado de membrana foi incubado por 5 mim 
com sêmen diluído na concentração final de 1,25 x 107 espermatozóides/mL, em 
banho Maria à 40ºC com agitação. Após incubação, as membranas foram lavadas 

com NaCl para remoção dos espermatozóides, colocadas em lâminas, coradas com 
eosina-nigrosina e observadas ao microscópio (aumento de 100x) para contagem 
dos furos. A membrana aparece corada de rosa e os furos são visualizados como 
pontos brancos e redondos (Fig. 1).  

O sêmen uti lizado para os testes foi coletado diariamente de 20 galos. Após a 
coleta, foi feito um pool do sêmen não contaminado com fezes e foram verificadas 
motilidade e concentração espermática. Para análise de motilidade, o sêmen foi 
diluído com 0,9% NaCl e observado ao microscópio (aumento de 100x), sendo feita 
avaliação subjetiva usando uma escala de 0 à 100%. A concentração foi verificada 
em espectrofotômetro previamente calibrado, utilizando sêmen diluído 1:1000 
(vol:vol) em 2,9% citrato de sódio com glutaraldeído.  
 

 
 
Figura 1 – Membrana perivitelina interna de ovo de galinha, corada com eosina-nigrosina, após teste 
de penetração espermática e armazenamento da membrana refrigerada à 5°C por 48h. Os furos  
aparecem como pontos brancos e redondos (aumento de 100x).  
 
 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Dos 18 ovos que foram incubados para a realização 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/mm2), apenas um não apresentou furos. No segundo dia de experimento (48h 
de armazenamento), apenas cinco ovos apresentaram furos na membrana, sendo 
que destes, o ovo identificado como número 13 foi o único que repetiu o resultado do 
dia anterior, apresentando mais de 500 furos (Fig. 1). Nos outros ovos, identificados 
como número 5, 6, 7 e 10, o número de furos foi de 22, 19, 23 e 29/mm2, 
respectivamente. Nestes ovos, a distribuição dos furos não foi homogênea, com 
alguns locais da membrana apresentando poucos furos e outros, nenhum. Esta 
redução drástica às 48h, tanto do número de furos quanto do número de membranas 
perfuradas, demonstraram que não é possível uti lizar a membrana após este 
período de armazenamento, portanto os testes não foram repetidos às 72 e 96h.  



 
 

 Para que o teste de penetração espermática seja efetivo, tanto a membrana 
do espermatozóide quanto a membrana do ovo devem estar estruturalmente 
intactas. Embora não tenham sido feitos testes de integridade de membrana 
espermática, a diminuição do número de furos observada neste trabalho não deve 
ser atribuída ao espermatozóide, visto que o sêmen fresco normalmente apresenta 
boa integridade de membrana, com valores por volta de 90 à 95% (Bakst, 2010). 
Além disso, a motilidade do espermatozóide foi semelhante nos dois dias de testes, 
com 70% e 80% de motilidade às 24 e 48h, respectivamente. Portanto, a falha na 
interação espermatozóide:ovo deve estar associada à estrutura da membrana 
perivitelina interna do ovo. 

A IPVL de aves possui receptores para ligação do espermatozóide, 
homólogos às glicoproteínas de ligação da zona pelúcida de mamíferos (Mori e 
Masuda, 1993; Takeuchi et al., 1999; Stepinska e Bakst, 2007). A ligação do 
espermatozóide à estas glicoproteínas desencadeia os eventos que levam à 
fertilização: ocorre a reação acrossomal, com a liberação de enzimas que vão 
hidrolizar a membrana e permitir a penetração do espermatozóide (Ashizawa et al., 
2006). Provavelmente a membrana armazenada por mais de 24h sofra alterações 
em sua estrutura, com a perda dos carboidratos de ligação, impedindo a ocorrência 
da interação espermatozóide:ovo.  

 
4 CONCLUSÃO 

 
Há uma redução drástica no número de furos feitos pelos espermatozóides na 

membrana perivitelina interna do ovo após 48 horas de armazenamento, não sendo 
recomendado o seu uso em testes de penetração espermática após este período.  
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