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1. INTRODUÇÃO

Entre as técnicas laboratoriais para análise de sêmen, o teste de penetração espermática (TPE) 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). O TPE é uma ferramenta valiosa para analisar 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). Para a visualização dos orifícios é necessário um microscópio de campo escuro, o que pode ser um obstáculo para o uso deste teste como rotina. Uma alternativa já testada é a de se utilizar colorações histoquímicas, como o corante Gomory, e Verhoff (Gheller, 2010) possibilitando sua avaliação em microscópio de campo claro. Neste trabalho busca-se validar o uso de eosina- nigrosina, corante presente em laboratórios para testes de morfologia e integridade de membrana espermática, para visualização dos orifícios, simplificando o teste. O objetivo foi testar o uso do corante eosina-nigrosina como alternativa para colorações de membranas perivitelinas usadas em teste de penetração espermática . 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

Para a realização do TPE foram isoladas membranas perivitelinas internas (IPVL) de ovos frescos e não fecundados, pelo processo de hidrólise ácida (Bongalhardo, et.al., 2009). As membranas foram cortadas em quadrados, identificadas e armazenadas em NaCl TES, em geladeira a 50C. O TPE foi realizado segundo o protocolo de Robertson e Wishart (2010), utilizando-se um pool de sêmen de 5 galos, com fertilidade conhecida, avaliando-se motilidade e concentração espermática. Cada quadrado de membrana foi incubado por 5 min com sêmen diluído na concentração final de 1,25 x 107 espermatozóides/mL em banho-maria à 400C com agitação. Após incubação, as membranas foram lavadas com NaCl para remoção dos espermatozóides, colocadas em lâminas e submetidas à coloração com Gomory  e eosina nigrosina. Realizaram-se cinco repetições do experimento. As membranas foram microfotografadas em microscópio óptico Olympus (objetiva de 40x) em três campos diferentes. As micrografias foram analisadas por 10 indivíduos, que avaliaram quanto à facilidade de visualização dos pontos de hidrólise dos espermatozóides na IPVL. 

3. RESULTADOS e DISCUSSÃO 

De acordo com os avaliadores, não há perda na qualidade de visualização no corante testado quando comparado aos demais. Porém o que se verifica é que com o uso do corante eosina-nigrosina este teste pode ser utilizado como rotina devido à praticidade de execução e baixo custo, facilitando a seleção de reprodutores 
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Figura 1 – Membrana perivitelina interna de ovo de galinha, corada com Gomory (esquerda) e com eosina-nigrosina (direita) após teste de penetração espermática. 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Conclui-se que o uso do corante eosina-nigrosina facilita a execução do teste por já ser utilizado em laboratórios de reprodução para outras análises de qualidade seminal.   
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