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Resumo

Durante a fertilização in vitro (FIV), os espermatozoides precisam passar por uma seleção 
espermática para se tornarem capazes de fecundar o oócitos. Para se obter eficiência na FIV, foram 
desenvolvidos métodos de seleção espermática. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi analisar a 
correlação da seleção de espermatozoides com a taxa de crescimento diária e a qualidade dos 
embriões durante o desenvolvimento. Rotinas de FIV foram realizadas comparando os métodos de 
seleção Percoll, Swim-up e Washing, analisando as taxas de clivagem e blastocistos, e fotografando 
os embriões durante o cultivo in vitro para análise diária do crescimento, número de blastômeros e 
qualidade dos mesmos. Foi observada maior (P < 0,05) taxa de clivagem no grupo Swim-up em 
relação ao Washing, e no grupo Percoll foi obtida maior (P < 0,05) taxa de blastocistos em relação ao 
Swim-up. O grupo Washing resultou embriões com qualidade e número de blastômeros infrerior (P < 
0,05) e maior (P < 0,05) porcentagem de embriões degenerados que os demais grupos. O número de 
blastômeros e a taxa de crescimento foram positivamente associados a qualidade do embrião, e em 
adição, embriões com crescimento moderado e rápido tem mais chances de atingir a fase de 
blastocisto em relação àqueles com crescimento nulo. Por fim, concluímos que o método de Washing 
afetou negativamente o desenvolvimento embrionário, não sendo um método de seleção 
recomendado para a FIV. Além disso, a qualidade embrionária e a velocidade da taxa de crescimento 
podem ser utilizadas como preditores para bons resultados na produção in vitro (PIVE).

Abstract

During in vitro fertilization (IVF), spermatozoa need to undergo sperm selection to become 
capable of fertilizing oocytes. In order to obtain efficiency in IVF, methods of sperm selection were 
developed. In this sense, the objective of this study was to analyze the correlation of sperm selection 
with daily growth rate and embryo quality during development. IFV routines were performed 
comparing Percoll, Swim-up and Washing methods, analyzing the rates of cleavage and blastocysts, 
and photographing the embryos during in vitro culture for daily growth analysis, number of 
blastomeres and quality of the same. A greater (P <0.05) cleavage rate was observed in the Swim-up 
group compared to Washing, and in the Percoll group a greater (P <0.05) blastocyst rate was obtained 
in relation to the Swim-up. The Washing group resulted in embryos with quality and number of lower 
blastomeres (P <0.05) and higher (P <0.05) percentage of degenerate embryos than the other groups. 
The number of blastomers and the growth rate were positively associated with embryo quality, and 
in addition, embryos with moderate and rapid growth are more likely to reach the blastocyst stage 
than those with null growth. Finally, we conclude that the Washing method adversely affected 
embryonic development and is not a recommended screening method for IVF. In addition, embryonic 
quality and rate of growth rate can be used as predictors for good in vitro production (IVEP) results.

Palavras-chave: Produção in vitro de embriões. Espermatozoides. Crescimento embrionário. 
Qualidade embrionária. Blastocistos.

Keywords: Embryo production in vitro. Spermatozoa. Embryo growth. Embryo quality. 
Blastocystis.
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1.Introdução

A fertilização in vitro (FIV) permite a produção de embriões a serem utilizados em 

investigações científicas, auxílio para o tratamento da infertilidade humana e para aumentar a 

produtividade de alimentos e conservação de mamíferos ameaçados de extinção)[1]. Esta 

biotecnologia tem sido estudada a fim de aprimorá-la, desde o processo de maturação dos oócitos, 

capacitação espermática e fertilização in vitro (FIV), até o início do desenvolvimento embrionário 

em fase de pré-implantação [2].

Os espermatozoides, quando ejaculados, ainda não são capazes de fertilizar os oócitos pois 

primeiramente precisam sofrer mudança fisiológica e morfológica no aparelho reprodutor feminino, 

conhecidas como capacitação espermática e reação acrossômica, respectivamente [3]. Nesse sentido, 

durante a FIV, é necessário simular as vias fisiológicas que induzem a capacitação espermática [4], 

desta forma, a fim de se obter o mesmo sucesso do obtido na fertilização in vivo, foram desenvolvidos 

métodos artificiais de seleção espermática, com o intuito de conseguir o maior número de 

espermatozoides capazes de fecundar o oócito, removendo plasma seminal e até mesmo agentes 

infecciosos [5].

Dentre os métodos de seleção espermática, o método washing consiste na lavagem dos 

espermatozoides em meio artificial e centrifugação para concentrar os espermatozoides [6]. Este 

procedimento não facilita a seleção de populações viáveis de esperma, e o sedimento oriundo da 

centrifugação, rotineiramente, contém espermatozoides anormais, de baixa mortalidade e mortos, 

além de poder conter leucócitos, células epiteliais, resíduos e ser contaminado com microrganismos 

[7]. O método de gradiente descontínuo de Percoll é o mais antigo e mais utilizado, o sêmen é 

depositado sobre duas camadas de densidades diferentes (45 e 90%) e submetido a centrifugação, [8]. 

Este método proporciona maior recuperação de espermatozoides móveis com maior qualidade [6], 

além de ser considerado rápido e um dos métodos mais eficazes para remover plasma seminal e 

diluentes crioprotetores [9]. Já o Swim-up, que consiste na separação de espermatozoides através da 

natação dos mesmos, proporciona taxas de recuperação menores de espermatozoides móveis devido 
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às muitas camadas de sêmen nos níveis mais baixos do sedimento que podem bloquear a possibilidade 

de alcançar o meio [10]. Entretanto, Spano et al. em 1999 [11], demonstraram que a separação do 

espermatozoide por Swim-up pode melhorar alguns dos parâmetros relacionados ao ensaio da 

estrutura da cromatina do espermatozoide (SCSA).

Foram relatadas evidências de influência paterna no desenvolvimento embrionário precoce e 

formação de blastocistos in vitro [12]. A qualidade dos blastocistos é considerada um importante 

preditor de implantação e gravidez [13], todavia, o estágio, avaliação e seleção de embriões 

continuam sendo um desafio para aumentar as taxas de sucesso nas técnicas de reprodução assistida 

[14], pois a produção de embriões in vitro ainda apresenta diferenças morfológicas e metabólicas em 

relação aos produzidos in vivo [15].

Blastocistos com maior diâmetro são bons indicadores de desenvolvimento embrionário e 

potencial de implantação [16], porém, à nosso conhecimento, na literatura não existem estudos 

recentes que correlacionam a seleção de espermatozoides com a taxa de crescimento diária e a 

qualidade dos embriões durante o desenvolvimento, portanto, o presente estudo teve como objetivo 

avaliar as metodologias de seleção espermática Swim-up, Gradiente de Percoll® e Washing, e sua 

associação com o crescimento, desenvolvimento e qualidade de embriões bovinos produzidos in vitro.

2. Materiais e Métodos

2.1. Produção in vitro de embriões

Foram realizadas rotinas de produção in vitro de embriões bovinos de acordo com o protocolo 

do Laboratório de Biologia da Reprodução do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 

Federal de Uberlândia, Campus de Uberlândia.
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2.1.1. Obtenção dos espermatozoides

Foram utilizadas 27 doses de sêmen (0,25mL) congeladas, contendo 20 milhões de 

espermatozoides, provenientes de uma empresa especializada, de um touro da raça Nelore, 

previamente utilizado em rotinas de fertilização in vitro pelo grupo de pesquisa.

2.1.2. Obtenção e seleção de oócitos

Ovários foram coletados no Frigorífico Real, na cidade de Uberlândia, e transportados para o 

laboratório em solução fisiológica a 30-33°C. A aspiração dos folículos antrais de 3 a 8 mm foi feita 

com agulha de 19-g acoplada a uma seringa de 10 mL. O fluido folicular obtido foi transferido para 

tubos cônicos de 50 mL e, após 15 minutos, o sedimento foi transferido para placas de poliestireno 

de 90 x 15 mm e avaliado em microscópio estereoscópico para a realização do rastreamento dos 

oócitos.

Os oócitos obtidos no rastreamento foram classificados, sendo selecionados apenas oócitos de 

graus 1, 2 e 3 para o experimento, ou seja, os que apresentavam no mínimo quatro camadas de células 

do cumulus e citoplasma de coloração uniforme. Os oócitos não selecionados, considerados atrésicos 

e desnudos, foram descartados.

2.1.3. Maturação in vitro (MIV)

Oócitos selecionados foram lavados uma vez em meio TCM - 199 HEPES (0,2mM piruvato 

sódico, 10mM HEPES ácido, 10mM de HEPES sódico, 5mM bicarbonato de sódio, 83gg/mL de 

amicacina, suplementado com 10% de soro fetal bovino) e uma vez em meio de maturação TCM 199 

com bicarbonato (0,2mM piruvato sódico, 26mM bicarbonato de sódio, 83gg/mL de amicacina, 

iLig/ml. FSH, 5Lig/inl. LH, suplementado com 10% de soro fetal bovino). Foram transferidos 20 

oócitos por gota de 100gL de meio de maturação, cobertas com óleo mineral em placas de petri de 

poliestireno de 60 x 15 mm, e foram mantidos por cerca de 22 h em estufa na temperatura de 38,5°C, 

100% de umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar.
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2.1.4. Métodos de seleção espermática

2.1.4.1. Gradiente de Percoll®

Uma dose de sêmen foi descongelada em banho maria, a 36°C durante 30 s. O sêmen foi 

depositado em um tubo de 15 mL sobre um gradiente descontinuo de densidade de Percoll (45 e 90%) 

e centrifugado à temperatura ambiente por 30 min a 1395 g, com intuito de selecionar os 

espermatozóides viáveis. Foram transferidos 30 liI. do sedimento formado para um microtubo 

contento 30 |iL de meio Fert-TALP (suplementado com 0,2mM piruvato sódico, 20,4^M 

penicilamina, 10,2lM hipotaurina, 1,97lM epinefrina, 10lg/mI heparina, 6mg/mI BSA e 83lg/mI 

amicacina).

2.1.4.2. Swim-up

Uma dose de sêmen foi descongelada em banho maria a 36°C durante 30 s. Em tubos cônicos 

de 15 mL foram depositados 100 lL de sêmen sob 1 mL de meio Sperm-TALP (Tyrode's-albumina- 

lactato-piruvato, acrescido de 0,2mM piruvato sódico e 83 lg/mL amicacina) e, após incubação de 

45 min a 1 h em estufa (38,5°C, 5% CO2 e 100% de umidade) com declividade de 45°, foram 

transferidos 800 lL do sobrenadante de cada tubo para outro tubo de 15 mL (não ultrapassando o 

volume máximo de 3,6 mL) e após centrifugação à temperatura ambiente por 10 min a 700 g foram 

transferidos 200 lL do sedimento formado para um microtubo.

2.1.4.3. Washing

Uma dose de sêmen foi descongelada em banho maria, a 36°C durante 30 s, e foi depositada 

em um tubo cônico de 15 mL contendo 2 mL de meio Sperm-TALP. Após homogeneização e 

centrifugação à temperatura ambiente por 5 min a 260 g, o sobrenadante foi descartado e então foi 

realizada a segunda centrifugação nas mesmas condições que a primeira. Foram transferidos 30 lL 

do sedimento formado para um microtubo contento 30 lL de meio Fert-TALP.
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2.1.5. Fecundação in vitro (FIV)

Os oócitos maturados foram lavados três vezes em meio Fert-TALP e transferidos para gotas, 

de 100 |iL do mesmo meio, cobertas com óleo mineral em placas de petri de poliestireno de 60 x 15 

mm. Gotas foram distribuídas aleatoriamente a fim de compor os grupos experimentais, 

caracterizados pelos diferentes métodos de seleção espermática, gradiente de Percoll, Swin-up e 

Washing.

Após a realização da seleção espermática, de acordo com cada grupo experimental, foram 

retiradas, de cada sedimento previamente separado como descrito anteriormente, duas alíquotas de 5 

|iL para determinar a motilidade progressiva e a concentração em câmara de Neubauer. A 

concentração foi ajustada para 25 mil espermatozoides viáveis/^L e então cerca de 100x103 

espermatozoides foram adicionados por gotas de cada grupo, em seguida, foram incubados por 18 a 

20 horas em estufa na temperatura de 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar. A 

contagem da clivagem foi realizada 48 horas após a FIV.

2.1.6. Cultivo in vitro (CIV)

Foram cultivados no total 747 prováveis zigotos, os quais durante as rotinas foram desnudados 

por meio de sucessivas pipetagens a fim de remover as células do cumulus, foram lavados três vezes 

em meio SOF (acrescido de 0,2mM piruvato sódico, 5mg/mL BSA, 2,5% de soro fetal bovino e 

83^g/mL amicacina) e transferidos para gotas de 100^L do mesmo meio, cobertas por óleo mineral 

em placas de petri de poliestireno de 35 x 10 mm. Adicionou-se em média 5 zigotos por gota, 

referentes ao mesmo método de seleção espermática, e foram cultivados por 6 dias em estufa na 

temperatura de 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar. A contagem dos 

blastocistos foi realizada no sétimo dia após a fecundação de acordo com as normas preconizadas 

pela International Embryo Transfer Society.
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2.2. Desenvolvimento embrionário, qualidade e diâmetro.

Para avaliação do desenvolvimento embrionário, qualidade e diâmetro dos prováveis 

embriões, imagens foram capturadas durante todos os dias do cultivo in vitro. Para a captura de 

imagens foi utilizado uma câmera Nikon Digital Sight DS-Fi2 acoplada a um microscópio 

estereoscópio Nikon AZ100 em aumento de 4x. Os prováveis embriões de cada imagem foram 

avaliados individualmente quanto a qualidade e número de blastômeros. A avaliação da qualidade foi 

realizada de acordo com as normas estabelecida pela International Embryo Transfer Society 

utilizando a seguinte classificação: excelente (4) para os que apresentavam blastômeros de coloração 

mais homogênia e mais escura, bom (3) aqueles com blastômeros não tão homogêneos e escuros, 

ruim (2) para os que possuíam blastômeros de cor mais heterogênea e mais clara, e degenerado (1). 

A classificação quanto ao número de blastômeros foi realizada de acordo com Ushijima, 2009 [17]. 

O software Image J foi utilizado a fim de se obter os diâmetros horizontais e verticais, com ou sem a 

zona pelúcida, em |im.

2.3. Análise Estatística

As análises estatísticas foram realizadas por meio do software Sigma Plot 11.0 (Systat 

Software Inc, San Jose, California, EUA). As variáveis apresentadas na forma de porcentagem foram 

comparadas entre os grupos e dias de cultivo pelos testes do qui-quadrado ou exato de Fisher. A 

comparação de médias entre os grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, enquanto as médias 

entre os dias de cultivo foram analisadas pelo teste pareado de Wilcoxon. A análise de regressão 

linear avaliou a associação da qualidade embrionária com o número de blastômeros e taxa de 

crescimento follicular. Em adição, a razão de possibilidades (Odds ratio) e o intervalo de confiança 

foram calculados para avaliar os efeitos do método de seleção espermática e da categoria de 

crescimento sobre a produção de blastocisto. Os dados foram apresentados na forma de média (± erro 

padrão da média) e porcentagem e a significância estatística definida quando P < 0.05.
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3. Resultados

3.1 Morfologia e qualidade embrionária

No presente estudo, o total de 747 oócitos foram submetidos aos processos de maturação, 

fertilização e cultivo in vitro. O efeito do método de seleção espermática (Percoll, Swim-up e 

Washing) sobre as taxas de clivagem e produção de blastocistos foi observado (Tabela 1). A taxa de 

clivagem foi superior no grupo Swim-up (P < 0,05) em relação ao Washing, enquanto o grupo Percoll 

não diferiu (P > 0,05) dos demais grupos. A produção de blastocistos foi maior (P < 0,05) no grupo 

Percoll em comparação ao Washing. No entanto, quando a proporção de blastocisto foi calculada em 

função do número de oócitos clivados, o grupo Percoll apresentou taxa superior (P < 0,05) em relação 

ao Swim-up e não diferiu do Washing.

A distribuição dos embriões quanto ao estágio de desenvolvimento após o uso de diferentes 

métodos de seleção espermática é demonstrada (Figura 1). O grupo Swim-up apresentou superior (P 

< 0,05) proporção de mórula no dia 4 (D4) do cultivo em relação ao Percoll (Figura 1A). No D5 e 

D6, maior (P < 0,05) proporção de mórula foi observada no grupo Percoll em comparação ao 

Washing. Quando analisado dentro do grupo, e entre dias de cultivo, a proporção de mórula no D5 

aumentou (P < 0,05) somente no grupo Percoll. No geral, a produção de mórulas reduziu (P < 0,05) 

entre D5 e D7, independente do grupo. A porcentagem de blastocisto inicial e blastocisto foi similar 

(P > 0,05) entre os grupos em D5 e D6 do cultivo, no entanto, maior (P < 0,05) proporção no D7 foi 

observada no grupo Percoll (Figura 1B). Dentro do mesmo grupo, a proporção de blastocisto inicial 

e blastocisto não diferiu entre os dias D6 e D7 do cultivo. Em relação a produção de blastocisto 

expandido e eclodido, não foi observado diferença (P > 0.05) entre os grupos (Figura 1C). No geral, 

a porcentagem de blastocisto expandido e eclodido aumentou (P < 0,05) entre D6 e D7 em todos os 

grupos.

A qualidade dos embriões durante o cultivo in vitro após a utilização de diferentes métodos 

de seleção espermática foi avaliada (Figura 2A). No D4 do cultivo os embriões do grupo Swim-up 

apresentaram qualidade superior (P < 0,05) em relação aos do Washing. No D5, os grupos Percoll e 
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Swim-up diferiram do Washing, apresentando qualidade superior (P < 0,05), enquanto no D6 a 

qualidade foi maior (P<0,05) no grupo Percoll comparado ao Washing. Independente do grupo, a 

qualidade embrionária decresceu (P < 0,05) a partir do D4 do cultivo.

A porcentagem de embriões degenerados durante o cultivo aumentou (P < 0,05) 

progressivamente em todos os grupos (Figura 2B). O grupo Swim-up apresentou menor (P < 0,05) 

porcentagem de embriões degenerados nos dias D3 e D4 comparado ao Washing. Em D5 e D6, menor 

(P < 0,05) proporção de embriões degenerados foi observado no grupo Percoll em relação ao 

Washing.

A média de blastômeros por embrião ao longo do cultivo aumentou (P < 0,05) 

progressivamente, independente do grupo (Figura 2C). Os embriões do grupo Percoll apresentaram 

maior (P < 0,05) número de blastômeros quando comparado ao Washing, durante os dias de cultivo, 

exceto no D1. A média de blastômeros do grupo Swim-up foi superior (P < 0,05) em relação ao 

Washing apenas no D5 do cultivo. Em adição, a análise de regressão linear demonstrou a associação 

positiva (P < 0,001) entre a qualidade embrionária e o número de blastômeros (Figura 2D).

3.2 Diâmetro, taxa de crescimento e formação de blastocistos

O diâmetro embrionário durante o cultivo in vitro após a utilização de diferentes métodos de 

seleção espermática foi avaliado (Tabela 2). No geral, o diâmetro dos embriões não diferiu (P > 0,05) 

entre os grupos durante o cultivo. Quando comparado em relação ao D1 do cultivo, observamos em 

todos os grupos uma redução (P < 0,05) do diâmetro embrionário no D4 seguido de um aumento 

progressivo (P < 0,05) até o D7.

A taxa geral (D1-D7) de crescimento embrionário (lm/dia) foi similar (P > 0,05) entre os 

grupos (Tabela 3). Em relação ao intervalo D1-D2, todos os grupos apresentaram uma redução (P < 

0,05) da taxa de crescimento até o período D3-D4, no entanto, somente os grupos Percoll e Swim-up 

retomaram (P < 0,05) o crescimento ao final do cultivo. O grupo Washing apresentou menor (P < 

0,05) taxa de crescimento no intervalo D6-D7 em comparação os grupos Percoll e Swim-up. Em 
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adição, a taxa de crescimento foi positivamente associada (P < 0,001) com a qualidade do embrião, 

conforme demonstrado pela análise de regressão (Figura 6).

A distribuição da frequência dos embriões classificados de acordo com a taxa de crescimento 

em nulo, moderado e rápido foi demonstrada (Figura 7A). Observamos uma maior porcentagem (P < 

0,05) de embriões com crescimento nulo no grupo Washing em comparação ao Percoll e Swim-up. A 

proporção de embriões das categorias de crescimento moderado e rápido não diferiu (P > 0,05) entre 

os grupos (Figura 7B). A associação entre as categorias de crescimento embrionário e a porcentagem 

de produção de blastocistos foi demonstrada (Tabela 4). Embriões com crescimento moderado e 

rápido tem ~2 e ~48 vezes, respectivamente, mais chances (P < 0,001) de atingirem a fase de 

blastocisto em relação àqueles com crescimento nulo. Além disso, embriões com crescimento rápido 

tem ~19 vezes mais chances de formarem blastocisto do que aqueles com crescimento moderado. 

Finalmente, o estudo da associação entre os métodos de seleção espermática e a porcentagem de 

blastocistos (Tabela 5) indicou que os embriões do grupo Percoll tem 1.5 vezes mais chances (P < 

0,05) de formarem blastocistos quando comparados ao Washing.

4. Discussão

Inúmeros fatores influenciam a eficiência da (PIVE) entre eles o método de seleção 

espermática adotado [18]. Assim, parâmetros espermáticos pré e pós seleção como motilidade 

progressiva, viabilidade, concentração, reação acrossomal, fragmentação do DNA, compactação e 

heterogeneidade da cromatina são amplamente avaliados e podem ser utilizados como preditores da 

fertilização in vitro e desenvolvimento embrionário inicial [19-20]. Em adição, as anormalidades 

genéticas e epigenéticas do espermatozoide, como o dano do DNA, os erros de impressão genômica 

e as malformações dos centrossomas, podem contribuir para uma qualidade embrionária inferior [21]. 

No entanto, neste estudo avaliamos a influência do método de seleção espermática (Percoll, Swim-up 

e Washing) sobre a dinâmica de desenvolvimento embrionário com enfoque na taxa de crescimento 

e morfologia do embrião.
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No presente estudo, o grupo Swim-up apresentou taxa de clivagem superior em relação ao 

Washing, enquanto a proporção de blastocistos em função do número de oócitos clivados foi superior 

no grupo Percoll em comparação ao Swim-up. Além disso, a frequência de distribuição dos embriões 

quanto ao estágio de desenvolvimento foi analisada. No geral, o grupo Swim-up apresentou maior 

proporção de mórula no D5 em relação ao Washing, enquanto no D7 maior porcentagem de 

blastocisto inicial e blastocisto foi verificada no grupo Percoll. Arias et al. (2016) [22] descreveu que 

a separação por Percoll gerou maior porcentagem de espermatozoides com membrana acrossomal 

intacta quando comparado ao Swim-up. Kim et al. (2013) [23] observaram um efeito prejudicial na 

motilidade e PMI (plasma membrane integrity) dos espermatozoides quando utilizaram o método de 

Washing com apenas uma centrifugação. Além do efeito maternal, o fator paterno também pode 

influenciar a PIVE, apesar de vários estudos [24-25] demonstrarem que a diferença na taxa de 

clivagem e produção de blastocistos entre os embriões provavelmente esteja associado ao genótipo 

materno. Estudos relataram que níveis mais elevados de fragmentação de DNA nos espermatozóides 

têm sido associados com menores taxas de formação de blastocistos, e também que os embriões 

derivados de espermatozóides com altos níveis de dano do DNA são menos propensos a alcançar 

estágio de blastocisto. Em adição, um recente estudo demonstrou uma correlação negativa entre a 

fragmentação do DNA do espermatozoide com taxas de blastocistos e gravidez mesmo com oócitos 

de boa qualidade [26-27]. Os altos níveis de dano do DNA interromperam o desenvolvimento dos 

embriões e induziram a apoptose [28].

Neste estudo, a qualidade dos embriões decresceu ao longo do cultivo independentemente do 

método de seleção espermática utilizado, mais precisamente a partir do D4. No D4, os embriões do 

grupo Swim-up apresentaram qualidade superior em comparação ao Washing, e no D6 o grupo Percoll 

teve embriões com qualidade melhor do que o Washing, enquanto que em D5 ambos os grupos 

demonstraram superioridade em relação ao Washing, porém ao final do cultivo a qualidade dos 

embriões foi similar. Da mesma forma, a porcentagem de embriões degenerados aumentou durante o 

cultivo e não diferiu entre os grupos no D7, entretanto, em comparação ao Washing, em D3 e D4 o 
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grupo Swim-up demonstrou porcentagem menor, bem como o Percoll nos dias D5 e D6. Pierre 

Vanderzwalmen (2008) [29] analisou o desenvolvimento de embriões até o estágio de blastocistos 

levando em consideração a correlação com o tipo de espermatozoides utilizados na FIV e observou 

aumento significativo na taxa de blastocistos de alta qualidade quando espermatozoides desprovidos 

de vacúolos nucleares grandes foram selecionados. Além disso, Knez et al. (2013) [30] observaram 

que, blastocistos derivados de espermatozoides morfologicamente normais sem vacúolos, requeriam 

menor tempo para realizar todos os eventos do desenvolvimento embrionário em comparação com 

blastocistos provenientes de espermatozoides com baixa qualidade. Adicionalmente, as 

desregulações no equilíbrio redox (reações oxidativas) induzem retardo no desenvolvimento, 

malformações de órgãos, teratogênese e até mesmo letalidade embrionária [31]. Pelo fato do Washing 

ser apenas um método de lavagem e não de seleção espermática, supomos que essa seja uma possível 

causa da qualidade inferior de seus embriões e do maior número de degenerados. Possivelmente, o 

oxigênio pode ter sido um fator contribuinte para tais resultados, já que é essencial durante o 

desenvolvimento embrionário [32]. Além disso, quando usado como substrato de energia, representa 

um risco potencial através da formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e espécies reativas de 

nitrogênio (RNS). Por essas espécies serem aceitadoras de elétrons altamente ativos, são capazes de 

tirar elétrons de outras moléculas para se tornarem radicais livres, podendo modificar macromoléculas 

biológicas (lipídios, proteínas, RNA e DNA) prejudicando sua função [33]. No presente estudo, na 

fase de cultivo, os embriões foram cultivados em grupos de cinco por gota e não foi realizada troca 

de meio, desta forma, supomos que a produção de metabólitos pode ter afetado a qualidade e o 

desenvolvimento dos embriões.

A média do número de blastômeros por embrião aumentou progressivamente ao longo do 

cultivo e os embriões dos grupos Percoll e Swim-up apresentaram quantidade superior de células em 

relação ao Washing. Além disso, a análise de regressão linear demonstrou a associação positiva entre 

qualidade do embrião e número de blastômeros. A classificação morfológica embrionária possui 

grande importância para inúmeras técnicas laboratoriais, desde pesquisas básicas às aplicadas na 
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reprodução assistida. [34]. Os blastômeros são células totipotentes, as quais têm a capacidade natural 

de uma célula para produzir, através de divisões sucessivas, um indivíduo inteiro [35], por isso a 

importância do estudo dos blastômeros. Um estudo revelou fatores que alteram a integridade dos 

blastômeros afetando a taxa de nascimento, com a presença de multinucleação no estágio de duas 

células e mais especificamente em ambos os blastômeros, evidenciando um impacto negativo 

significativo no potencial de nascimento [36]. Fernandez Gallardo et al. (2016) [37], ao estudarem 

embriões humanos, concluíram que o número especifico de blastômeros presentes é um fator 

determinante na taxa de implantação de embriões vitrificados. A nosso conhecimento não há na 

literatura pesquisas que relacionam métodos de seleção espermática com o número de blastômeros e 

qualidade dos embriões, sendo este, um ponto inovador deste estudo.

No geral, o diâmetro e a taxa de crescimento embrionário não diferiram entre os grupos ao 

longo do cultivo. No entanto, observamos uma redução na taxa de crescimento no período D3-D4 em 

todos os grupos e somente Percoll e Swim-up retomaram o crescimento ao final do cultivo. Em adição, 

a taxa de crescimento foi positivamente associada com a qualidade do embrião pela análise de 

regressão linear. Foi verificada a distribuição de frequência dos embriões quanto a velocidade da taxa 

de crescimento (nulo, moderado e rápido), o grupo Washing apresentou maior porcentagem de 

embriões com crescimento nulo quando comparado aos demais grupos. A análise de odds ratio entre 

as categorias de crescimento embrionário e a porcentagem de produção de blastocistos, demonstrou 

que os embriões com crescimento moderado e rápido tem aproximadamente de 2 a 48 vezes, 

respectivamente, mais chances de formarem blastocistos em relação àqueles com crescimento nulo. 

Além disso, embriões do grupo Percoll tem 1,5 vezes mais chances de formarem blastocistos quando 

comparado ao Washing. Segundo Ochota e Nizanski (2016) [38], embriões felinos capazes de avançar 

o desenvolvimento in vitro foram clivados antes das 24 horas enquanto que, embriões clivados entre 

24 e 30 horas, não conseguiram atingir o estágio de blastocisto. Além disso, Teseraki (2005) [39] 

concluiu que embriões de morfologia pobre, e de clivagem lenta, provavelmente são consequências 

de um mecanismo de autodefesa contra aneuploidia e dano do DNA. Adicionalmente, Berger et. al 
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(2011) [40] reportaram que o embrião, embora possa controlar os baixos níveis de danos do DNA 

introduzidos pelo núcleo do espermatozoide, a não reparação nesse dano pode comprometer a 

transmissão completa e precisa de informações genéticas para o embrião. Embriões crescem, eclodem 

e se alongam para conseguir implantar e dar início a gestação. Acreditamos que o tempo pode ser um 

fator preditivo efetivo para a boa qualidade de embriões e desenvolvimento embrionário, em estudo, 

Garcia et al. (2015) [41] observaram que os embriões de clivagem rápida obtiveram maiores taxas de 

blastocisto do que os embriões de clivagem lenta, o qual apresentou maiores taxas de bloqueio do 

desenvolvimento no quarto ciclo celular. Supomos também que, a qualidade embrionária é um 

preceito importante a ser considerado para o desenvolvimento embrionário, já que foi uma variável 

dependente para mais de um critério avaliado (número de blastômeros e taxa de crescimento 

embrionário). Os embriões de clivagem lenta podem ter maior incidência de anormalidades 

cromossômicas, alteração da expressão gênica e quebra da dupla cadeia de DNA em comparação com 

embriões de clivagem rápida [42-43]. Somado a isso, outro estudo também mostrou que embriões de 

desenvolvimento rápido apresentaram melhor qualidade do que embriões com desenvolvimento lento 

[44]. Não encontramos na literatura pesquisas que relacionem o diâmetro embrionário, taxa de 

crescimento e morfologia do embrião aos métodos de seleção espermática, ressaltando o aspecto 

inovador do presente estudo.

Por fim concluímos que, o método de seleção espermática utilizado, afetou o desenvolvimento 

embrionário inicial. Os grupos Percoll e Swim-up não diferiram entre si, para a maior parte das 

variáveis estudadas, todavia o método Washing afetou negativamente o desenvolvimento 

embrionário, já que apresentou menor número de clivados e blastocistos, menor qualidade 

embrionária e maior número de degenerados em relação aos demais grupos, desta forma, o 

consideramos um método de seleção não recomendado para a FTV. Adicionalmente, observamos que 

a qualidade embrionária e a velocidade da taxa de crescimento podem ser utilizadas como preditores 

para bons resultados na PTVE. A associação entre fertilidade masculina e desenvolvimento 

embrionário após transferência de embriões deve ser investigada no futuro. Além disso, é de suma
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importância estudar se a integridade e condensação do DNA, alterações epigenéticas nos 

espermatozoides e os tipos de espermatozoides selecionados, tem efeito sobre a fertilização e 

desenvolvimento embrionário, a fim de se obter maior número de embriões produzidos com 

qualidade, promovendo sucesso na utilização da PIVE.
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Figura 1. Proporção de embriões bovinos classificados quanto ao estágio de desenvolvimento após 
a utilização de diferentes métodos de seleção espermática (Percoll, Swim-up e Washing). (A) Mórula 
e mórula compacta; (B) Blastocisto inicial e blastocisto; (C) Blastocisto expandido e blastocisto 
eclodido.

A,B Dentro do dia, letras diferentes indicam significância estatística (P < 0,05). 

a,b,c Dentro do grupo, letras diferentes indicam significância estatística (P < 0,05).
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Figura 2. Qualidade (Média ± epm) de embriões bovinos durante o cultivo in vitro após a utilização 
de diferentes métodos de seleção espermática (Percoll, Swim-up e Washing). A média dentro de cada 
dia foi calculada após a classificação dos embriões quanto a qualidade em: 4 = excelente; 3 = bom; 2 
= ruim; 1 = degenerado (A); porcentagem de embriões bovinos degenerados durante o cultivo in vitro 
após a utilização de diferentes métodos de seleção espermática (Percoll, Swim-up e Washing) (B); 
média (± epm) de blastômeros por embrião durante o cultivo in vitro após a utilização de diferentes 
métodos de seleção espermática (Percoll, Swim-up e Washing) (C); Associação entre qualidade 
embrionária e número de blastômeros por embrião bovinos produzidos in vitro com diferentes tipos 
de seleção espermática. Cada círculo no gráfico representa um embrião avaliado (n = 747). A análise 
de regressão linear está representada pela reta e equação [Qualidade do embrião = 2,568 + (0,0164 x 
número de blastômeros); r = 0,25; R2 = 0,06; P < 0,001]. Os embriões avaliados foram classificados 
quanto a qualidade (variável dependente) em: 4 = excelente; 3 = bom; 2 = ruim; 1 = degenerado (D).

a,b Letras diferentes dentro do mesmo dia e entre os grupos indicam significância estatística (P < 0,05).

A,B Dentro do dia, letras diferentes indicam significância estatística (P < 0,05).

a,b,c,d,e,f,g Dentro do grupo, letras diferentes indicam significância estatística (P < 0,05).

* Difere do dia 1 dentro do grupo (P < 0,05).



Figura 6. Associação entre qualidade embrionária e taxa de crescimento (^m/dia) de embriões 
bovinos produzidos in vitro com diferentes tipos de seleção espermática. Cada círculo no gráfico 
representa um embrião avaliado (n = 747). A análise de regressão linear está representada pela reta e 
equação [Qualidade do embrião = 1,697 + (0,0696 x taxa de crescimento); r = 0,42; R2 = 0,18; P < 
0,001]. Os embriões avaliados foram classificados quanto à qualidade (variável dependente) em: 4 = 
excelente; 3 = bom; 2 = ruim; 1 = degenerado.
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Figura 7. (A) Representação de embriões classificados de acordo com as taxas de crescimento 
(^m/dia) em nulo, moderado (0,1 a 7,0 |im/dia) e rápido (> 7,1 |im/dia). (B) Distribuição da 
frequência de embriões bovinos em categorias de crescimento durante o cultivo in vitro após a 
utilização de diferentes métodos de seleção espermática (Percoll, Swim-up e Washing).

a,b Letras diferentes dentro da mesma categoria de crescimento indicam significância estatística (P < 
0,05).



Tabela 1. Taxa de clivagem e produção de blastocistos bovinos após a utilização de diferentes métodos de seleção espermática (Percoll, Swim-up e 
Washing).

A,B Letras diferentes dentro da coluna indicam significância estatística (P < 0,05).

Grupo Clivagem (%) Blastocisto (%) Blastocisto/N° de oócitos clivados (%)

Percoll 70,1 (178/254) AB
A

34,6 (88/254)
A

49,4 (88/178)

72,6 (178/245) A
AB B

Swim-up 26,9 (66/245) 37,1 (66/178)

62,9 (156/248) B
B AB

Washing 25,4 (63/248) 40,3 (63/156)



Tabela 2. Diâmetro (Média ± epm) embrionário durante o cultivo in vitro após a utilização de diferentes métodos de seleção espermática (Percoll, Swim- 
up e Washing) na fertilização in vitro de bovinos.

Cultivo in vitro - Diâmetro (^m)

Grupo Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7

Percoll 211,3 ± 0,9 212,1 ± 1,4 212,6 ± 1,2 200,2 ± 2,0 * 207,6 ± 1,8 215,7 ± 2,4 * 231,3 ± 3,2 *

Swim-up 210,1 ± 1,0 216,4 ± 1,7 213,2 ± 1,2 200,1 ± 2,1 * 206,7 ± 1,8 214,7 ± 2,2 * 228,7 ± 2,9 *

Washing 212,5 ± 0,9 216,2 ± 1,8 213,3 ± 1,4 203,0 ± 2,3 * 208,9 ± 2,0 217,6 ± 2,4 * 225,6 ± 2,9 *

* Na linha indicam diferença em relação ao Dia 1 (P < 0,05).

Na coluna (P > 0,05).



Tabela 3. Taxa de crescimento embrionário (Média ± epm) durante o cultivo in vitro após a utilização de diferentes métodos de seleção espermática 
(Percoll, Swim-up e Washing) na fertilização in vitro de bovinos.

A,B Letras diferentes dentro da coluna indicam significância estatística (P < 0,05).

Grupo Cultivo in vitro - Taxa de crescimento (^m/dia)

D1 - D2 D2 - D3 D3 - D4 D4 - D5 D5 - D6 D6 -D7 Geral (D1 - D7)

Percoll 0,6 ± 1,3 A 0,4 ± 1.1 A -10,9 ± 1,7 A* 6,1 ± 1,3 A* 7,7 ± 1,6 A* 14,7 ± 2,0 A* 3,6 ± 0,5 A

Swim-up 6,6 ± 1,7 B -3,3 ± 1.4 B* -12,4 ± 1,7 A* 6,2 ± 1,2 A 7,9 ± 1,2 A 12,9 ± 1,9 A* 2,8 ± 0,4 A

Washing 3,6 ± 1,8 AB -2,9 ± 1.6 AB* -11,0 ± 1,7 A* 7,1 ± 1,5 A 8,4 ± 1,5 A* 4,2 ± 1,4 B 2,6 ± 0,4 A

* Na linha indicam diferença em relação ao intervalo D1 - D2 (P < 0,05).



Tabela 4. Análise da associação entre as categorias de ^crescimento embrionário (nulo, moderado e 
rápido) e a porcentagem de produção de blastocistos durante o cultivo in vitro de embriões bovinos 
produzidos com diferentes métodos de seleção espermática.

Os embriões foram classificados de acordo com a taxa de crescimento (^m/dia) em nulo, moderado 
(0,1 a 7,0 lm/dia) e rápido (> 7,1 lm/dia).

Categoria de Crescimento Blastocisto (%) Odds ratio (95% I.C) Valor de P

Nulo 9,5 (21/221)
2,4 (1,4 - 4,0) 0,0007

Moderado 20,4 (79/386)

Nulo 9,5 (21/221)
48,4 (25,6 - 91,3) 0,0001

Rápido 83,5 (117/140)

Moderado 20,4 (79/386)
19,7 (11,8 - 32,9) 0,0001

Rápido 83,5 (117/140)

I.C: 95% Intervalo de Confiança.

* Houve diferença significativa (P < 0,05)



Tabela 5. Análise da associação entre o método de seleção espermática (Percoll, Swim-up e 
Washing) e a porcentagem de produção de blastocistos durante o cultivo in vitro.

I.C: 95% Intervalo de Confiança.

Grupo Blastocistos (%) Odds ratio (95% I.C) Valor de P

Percoll 34,6 (88/254)
1,4 (0,9 - 2,1) 0,0774

Swim-up 26,9 (66/245)

Percoll 34,6 (88/254)
1,5 (1,0 - 2,2) 0,0308

Washing 25,4 (63/248)

Swim-up 26,9 (66/245)
1,0 (0,7 - 1,6) 0,7754

Washing 25,4 (63/248)

* Houve diferença significativa (P < 0,05)


