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1 INTRODUÇÃO
O potencial fertilizante de um macho destinado a reprodução pode ser estimado pela capacidade de penetração espermática in vitro em ovócitos homólogos (Macedo et al., 2006) ou pela capacidade de fertilização in vitro (Pelaez et al, 2006). Entretanto, estes testes são relativamente trabalhosos e onerosos, inviabilizando a sua utilização na rotina de centrais de inseminação (CIA),  justificando assim o desenvolvimento de outros métodos de avaliação in vitro, que confirmam a capacidade dos espermatozoides completarem a ligação com a zona pelúcida.  Uma alternativa é o teste de penetração na membrana perivitelina interna (IPVL) de ovos de galinha, utilizado para sêmen de galos, esse método avalia a qualidade seminal através de orifícios provocados pela ação hidrolítica das enzimas acrossomais, caracterizando o processo de capacitação espermática e reação acrossomal, relacionando que quanto maior o numero de perfurações, maior a qualidade seminal. O objetivo deste estudo foi determinar se espermatozoides suínos são capazes de reagir com a IPVL de maneira similar ao observado com outras espécies.
2. MATERIAIS E MÉTODOS
Foram realizadas 12 coletas com 24 machos reprodutores (72 combinações), diluídas em meio tris base modificado (Mtbm) e em BTS ambos contendo 0,4% de BSA, 2,5 mM de cafeína, e 1,1 2g/mL de lactato de cálcio. Os ovócitos foram obtidos de fêmeas pré-puberes pela aspiração dos folículos antrais, estes incubados em meio de Mtbm e BTSm, (20 ovócitos e 1x106 espermatozoides) por 6 horas. Os ovócitos foram corados com Hoescht-33342 e visualizados em microscópio de epifluorescência avaliando os espermatozoides aderidos. As IPVL foram isoladas de ovos frescos e não fecundados, pelo processo de hidrólise acida segundo protocolo de (Robertson & Wishart, 1997). A incubação dos espermatozoides/IPVL foi o mesmo descrito para os ovócitos. Após incubação foram esticadas em lâmina e visualizadas em microscópio de campo escuro e três campos da imagem foram fotografados para a contagem do número de orifícios, e calculada a média por mm2.

Análise estatística descritiva foi aplicada para motilidade e morfologia espermática. Comparações das taxas de penetração na MPI foram feitas pelo teste de qui-quadrado. Todas as análises foram realizadas através do software Statistix (2003).

3 RESULTADOS e DISCUSSÃO 
Na avaliação in vitro da qualidade seminal, as amostras apresentavam média de motilidade e morfologia espermática normal de 90,0± 5,3% e 94 ±2,3%, respectivamente. 
Tabela 1: Taxas de penetração in vitro (PIV) e número de pontos de hidrolise (orifícios /mm2) em membrana perivitelinas internas de ovo de galinha (IPVL).
	Tratamentos
	PIV
	
	IPVL

	
	Penetração (%)
	Polispermia
	Orificios/mm2

	Mtbm
	86,2 A
	71,6A
	238,8±8,46B

	Btsm
	70,4B
	52,8B
	301,6± 8,19ª

	Media
	78,3
	62,2
	271,0 ±121,0


Expoentes distintos nas colunas indicam diferenças estatísticas (P<0,05)
No teste de penetração espermática com a utilização de 2010 ovócitos todos apresentaram ao menos um espermatozoide aderido. O meio mTBM propiciou uma maior taxa de (P<0,05) de ligação de polispermia do que o meio BTSm (Tabela1). No teste IPVL observou-se maior número (P<0,05) de orifícios/mm2 no meio BTSm do que no Mtbm. Com os resultados encontrados ambos os meios de incubação suportam o processo de capacitação e ligação espermática, mesmo ocorrendo uma inversão nos resultados encontrados para o teste de IPVL e PIV. Com o uso da IPVL, pode-se esperar uma menor subjetividade nesse processo de ligação, pois para se visualizar um orifício efetivamente o espermatozóide deve ter passado pelo processo de capacitação e reação acrossomal.
4.  CONSIDERAÇÕES FINAIS
O teste de penetração em IPVL permite avaliar um maior número de etapas do processo de interação espermatozoide/ovócito do que o teste de adesão espermática em zona pelúcida de ovócitos suínos. Os testes de adesão/penetração podem ser realizados em meio mTBM ou BTS adicionados de agentes capacitantes.
5. REFERÊNCIAS 

MACEDO, M.C.; Deschamps, J.C.; Lucia, T. Jr. et al. In vitro penetration of fresh and vitrified swine oocytes by homologous spermatozoa using different incubation systems. Animal Reproduction Science.  v. 92, p. 334-348, 2006.
PELAEZ J, BREININGER E, ALEGRE B, PENA FJ, DOMINGUEZ JC. In vitro evaluation of the quality and fertilizing capacity of boar semen frozen in 0.25 ml straws. Reproduction in Domestic Animals 2006; 41: 153-161.

ROBERTSON, L.; WISHART, G.J. In vitro sperm-egg interaction assay utilizing inner perivitelline layer from laid chicken eggs. In: BAKST, M.R.; CECIL, H.C. (Eds.). Techniques for semen evaluation, semen storage, and fertility determination. Savoy, IL: Poultry Science Association, Inc. pp. 64-67. 1997.
